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DETECGAO, CARACTERIZAGAO E EPIDEMIOLOGIA DA VIROSE DO
ENDURECIMENTO DOS FRUTOS CAUSADA POR Cowpea aphid-borne
mosaic virus EM MARACUJAZEIRO-AZEDO'

Autor: Neemias da Silva
Orientador: Prof. Edson Bertolini

RESUMO

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de maracuja com
uma producao de aproximadamente 555.000 toneladas por ano. A produtividade
esta limitada por fatores de natureza fitossanitaria, principalmente os virus. O
endurecimento dos frutos do maracujazeiro (EFM) é a principal virose da cultura,
que no Brasil € causada por Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV),
Potyvirus transmitido de maneira ndo-persistente por afideos. O CABMV foi
relatado em Santa Catarina (SC) em 2008 e no Rio Grande do Sul (RS) em 2016.
Neste estudo, foi desenvolvido e validado um protocolo de RT-PCR em tempo
real para a deteccdo do CABMV, determinada a incidéncia do virus em diferentes
pomares do RS e de SC, realizada a caracterizagdo molecular dos isolados virais
e também realizado um ensaio de transmissibilidade do virus por sementes.
Apesar da variabilidade existente, foi possivel desenhar iniciadores e sonda
TagMan especificos para o CABMV e um protocolo direto de preparacido de
amostras e de amplificacdo por RT-PCR em tempo real. Este protocolo foi
comparado com a técnica PTA-ELISA e demonstrou-se 100 vezes mais sensivel.
O aumento da incidéncia do virus foi menor em pomares onde a infecgao foi
detectada mais tardiamente. Os isolados de CABMV do RS foram agrupados em
um cluster monofilético com valor de 78% de bootstrap e apresentaram menor
distancia em relacdo aos isolados Fernao-SP e CABMV-SP. No ensaio de
transmissibilidade do virus por sementes ndo se pdde evidenciar a transmisséo,
embora tenha se constatado que o virus esta presente na semente. Os
resultados deste trabalho sdo importantes para o desenvolvimento de
estratégias de manejo e reducado de perdas causadas pelo CABMV.

! Dissertagéo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (76f.) maio, 2019.



DETECTION, CHARACTERIZATION AND EPIDEMIOLOGY OF
PASSIONFRUIT WOODINESS DISEASE CAUSED BY Cowpea aphid-borne
mosaic virus?

Author: Neemias da Silva
Adviser: Prof. Edson Bertolini

ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer and consumer of passion fruit
with a production of approximately 555,000 tons per year. Productivity is limited
by phytosanitary factors, especially viruses. The Passion fruit Woodiness
Disease (PWD) is the main viral disease of the crop and in Brazil is caused by
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), Potyvirus that is transmitted non-
persistently by aphids. The CABMV was reported in Santa Catarina (SC) in 2008
and in Rio Grande do Sul (RS) states in 2016. In this study, a real-time RT-PCR
protocol for the detection of the CABMV was developed and validated, virus
incidence was determined in different orchards in SC and RS, molecular
characterization of virus isolates and virus transmissibility by seed assays were
performed. In spite of the existing variability, it was possible to design specific
TagMan primers and probe for the CABMV and a direct protocol of sample
preparation and real-time RT-PCR amplification. This protocol was compared
with the PTA-ELISA technique and proved to be 100 times more sensitive. The
increase in virus incidence was lower in orchards where the infection was
detected later. CABMV isolates were grouped in a monophyletic cluster with a
78% bootstrap value and were closer than the Fernao-SP and CABMV-SP
isolates. In the test of virus transmissibility by seed, transmission can not be
evidenced, although the virus is present in the seed. The results of this work are
important for the development of management strategies and reduction of losses
caused by the CABMV.

2 Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (76p.) May, 2019.
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1 INTRODUGAO

A cultura do maracujazeiro tem grande destaque econdmico
internacionalmente, ndo s6 por esta fruta ser componente da alimentagao
humana, mas também pela sua utilizagao na industria e por suas propriedades
medicinais. O Brasil € o maior produtor e consumidor de maracuja do mundo; no
pais, a frutifera é fonte de renda em pequenas propriedades, ocupando mao de
obra quase que exclusivamente familiar.

Os principais desafios encontrados pela cultura estao relacionados a
sua sanidade. Ha uma série de doencgas e pragas associadas ao maracuja que
limitam a sua producido causando perdas ndo somente na produtividade, mas
também na qualidade dos frutos. Nas ultimas décadas, a principal doenca da
cultura, o endurecimento dos frutos do maracujazeiro, tem sido motivo de
abandono de areas cultivadas, de substituicdo do cultivo por outras espécies
frutiferas, e até mesmo pelo deslocamento da cultura para novas regides do
Brasil sem tradicao de producédo da fruta na tentativa de evasdo. A doenca, que
€ causada pelo virus Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), ja foi relatada
em quase todos os estados produtores de maracuja. Por tratar-se de um
patogeno de dificil controle, o diagndstico preciso é fundamental para o

estabelecimento de estratégias preventivas.



A deteccao de virus, contudo, ndo é uma tarefa facil. Atualmente, a
técnica sorolégica ELISA é a mais utilizada para a detecgdo do CABMV e nao
ha nenhum relato de técnica molecular, como a RT-PCR em tempo real
(TagMan®), associada a métodos simples de preparagdo de amostras, sendo
utilizada em analises rotineiras para a deteccao do virus. Devido a dificuldade no
diagndstico e na detecgdo, muitos aspectos epidemioldgicos do virus sao pouco
conhecidos nas regides sem tradicdo do cultivo.

Portanto, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um
protocolo de detecgcao do CABMYV através de RT-PCR em tempo real, associado
com métodos diretos de preparacdo de amostras e o calculo de parametros
técnicos para sua validagado. Sao ainda objetivos deste estudo a determinagao
da incidéncia da virose em diferentes pomares, a caracterizacdo molecular dos
isolados obtidos no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, e a verificacdo da

transmissibilidade do virus por sementes de maracuija.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do maracujazeiro

Os principais produtores de maracuja do mundo, em 2009, foram
Brasil, Equador e Indonésia (FAO, 2011). Atualmente, o Brasil € o maior produtor
e consumidor mundial de maracuja, com uma quantidade produzida de 554.598
toneladas, numa area plantada de 41.216 hectares, chegando a um rendimento
médio da produgao de 13.497 quilogramas por hectare em 2017 (IBGE, 2019).

Os principais estados produtores de maracuja no Brasil, em 2017,
foram a Bahia, responsavel por 31% da producgéo nacional, o Ceara e Santa
Catarina (Tabela 1). Santa Catarina e Rio Grande do Sul somam 9% da produgao

nacional (IBGE, 2019).

TABELA 1. Quantidade produzida e rendimento médio de maracuja por Unidade da
Federacéo.

Unidade da Federagao Quantidade Produzida (ton.) Rendimento Médio (kg.ha)

Bahia 170.910 10.496
Ceara 94.816 17.249
Santa Catarina 46.152 21.026
S&o Paulo 30.387 17.129
Rio Grande do Norte 29.182 11.439
Espirito Santo 25.575 19.568

Amazonas 24.563 18.837




continuagdo TABELA 1. Quantidade produzida e rendimento médio de maracuja por
Unidade da Federacéo.

Parana 20.430 17.704
Minas Gerais 19.100 12.836
Alagoas 17.750 16.512
Para 11.213 9.949
Pernambuco 10.713 12.443
Paraiba 8.419 9.492
Rio de Janeiro 6.418 14.075
Sergipe 5.571 8.315
Mato Grosso 5.460 15.780
Rio Grande do Sul 5.447 18.590
Distrito Federal 5.190 34.600
Roraima 4.899 8.843
Goias 4.645 14.336
Rondénia 4.561 10.964
Acre 925 8.409
Amapa 875 6.731

Mato Grosso do Sul 622 10.032
Piaui 392 17.043
Tocantins 255 7.969

Maranhéo 128 6.095

O Distrito Federal apresentou, em 2017, o maior rendimento médio da
producao, seguido por Santa Catarina e Espirito Santo (Tabela 1). Rio Grande
do Sul e Santa Catarina apresentaram rendimento médio da producéo acima da
média nacional (IBGE, 2019).

A cultura do maracujazeiro € predominantemente praticada em
pequenas propriedades, em pomares de 3 a 5 hectares (Meletti, 2011). Em S&o
Paulo, nas principais regides produtoras de maracuja, em 2008/2009, a

ocupacao de mao de obra familiar variou entre 1,1 e 2,1 pessoas por hectare,



enquanto a contratacdo de trabalhadores permanentes nao ultrapassou 0,9
pessoas por hectare (Bezerra et al., 2016).

O maracujazeiro € uma planta tropical cujas principais espécies
cultivadas sdo o maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa), o
maracujazeiro-roxo (Passiflora edulis f. edulis) e o maracujazeiro-doce
(Passiflora alata) (Gongalves, 2016). Apesar da alta diversidade do género
Passiflora, que conta com aproximadamente 520 espécies distribuidas pelas
regides tropicais da América, Asia e Africa (MacDougal et al., 2004), atualmente,
0 maracujazeiro-azedo, que tem origem nas bordas das florestas tropicais da
América do Sul (Carr, 2013), é a forma mais explorada comercialmente,
correspondendo a 95% da produgéao (Joy, 2010 apud Carr, 2013).

O maracujazeiro € uma planta herbacea semi perene, trepadeira, com
caule cilindrico ou subanguloso, folhas trilobadas e trinervadas, subcoriaceas,
flores solitarias, axilares, perfumadas e formadas quase o ano todo e frutos de
cor roxa, amarela e vermelha (Lorenzi et al., 2015). O maracuja é utilizado com
finalidade alimentar, industrial, ornamental e medicinal (Araya et al., 2017).
Atualmente, no Brasil, 60% da produgao é destinada ao consumo in natura € o
restante a agroindustria (Meletti, 2011), sendo o0 suco seu principal produto
derivado (Ferraz & Lot, 2006 apud Meletti et al., 2011).

Na comparacdo com as demais cultivares, o maracuja-azedo
apresenta maiores quantidades de acucar total, acido ascérbico, conteudo
fendlico total, acido galico e atividade antioxidante (Ramaiya et al., 2013). Ja
foram identificados 13 carotendides em maracuja-azedo, entre eles o 3-caroteno,
precursor da vitamina A (Mercadante et al., 1998). A polpa e o extrato da casca

do maracuja atuam como antioxidantes (Zeraik et al., 2011). E sugerido que os



extratos possam ser usados para controlar a resposta inflamatéria (Zeraik et al.,
2011). A parte aérea do maracuja-azedo atua como ansiolitico em baixas doses
e sedativo em altas doses (Deng et al., 2010).

Embora o maracuja tenha grande importancia socioeconémica e
possua diversas utilidades, seu cultivo tem sido afetado negativamente por
problemas de natureza fitossanitaria, principalmente por doencas, as quais tem
contribuido para a reducdo na longevidade e produtividade de plantas de

maracuja (Fisher & Rezende, 2008).

2.2 Doencgas do maracujazeiro

As principais doengas que afetam o maracujazeiro sdo causadas por
fungos, bactérias e virus, destacando-se a podriddo do colo, a murcha por
Fusarium, a antracnose, a verrugose, a mancha bacteriana e o endurecimento
dos frutos do maracujazeiro (EFM) (Fisher & Rezende, 2008).

A antracnose € uma doencga fungica importante sendo considerada a
principal doenca de pds-colheita do maracuja-azedo no Brasil (Fisher et al.,
2007). Os sintomas variam de acordo com o érgao afetado. Nos frutos ocorrem
lesdes circulares ou irregulares pardo-claras que se tornam pardo-escuras
conforme amadurecem. Nas folhas, ramos e frutos verdes ocorrem manchas
aquosas verde escuras que evoluem para necrose. A depender da intensidade
das lesbes pode haver queda de folhas e de frutos, morte de ponteiros e
secamento parcial da planta (Fischer & Rezende, 2016). A doenga € causada
pelos fungos Colletotrichum gloeosporioides (Anaruma et al., 2010), C. acutatum

(Guerber et al., 2003) e C. boninense (Tozze Junior et al., 2010).



A verrugose é uma doencga importante que afeta a parte aérea das
plantas sob condi¢cdes de viveiro e de campo, sendo capaz de causar grandes
perdas, sejam elas pela morte das mudas ou depreciacéo dos frutos (Peruch &
Schroeder, 2018). A doencga afeta tecidos jovens de folhas, gavinhas, ramos,
botdes florais, flores e frutos (Fisher & Rezende, 2008). Nas folhas surgem
manchas circulares e translucidas que evoluem para necrose, podendo haver
deformacao, encarquilhamento e perfuracées. Os botdes florais e as flores
podem apresentar manchas semelhantes, enquanto em ramos e ponteiros as
lesdes se manifestam na forma de cancros alongados (Fischer & Rezende,
2016). Nos frutos, formam-se lesbes circulares levemente deprimidas que
crescem e se tornam corticosas, salientes e pardacentas, porém nido ha o
comprometimento da parte interna do fruto (Fischer & Rezende, 2016). A
verrugose € causada por fungos de diferentes espécies, tais como:
Cladosporium herbarum (Barbosa et al., 2001), C. oxysporum (Parisi et al., 2018)
e C. cladosporiodes (Delgado-Mendez, 2013) sdo os agentes causais da
verrugose.

A podriddo do colo e a murcha por Fusarium sao as principais
doencas fungicas de solo que afetam o maracujazeiro, tendo sido apontadas
como responsaveis pelo abandono de diversas areas de cultivo e pela
substituigdo do maracuja por outras espécies de frutiferas (Peruch et al., 2009).
O sintoma caracteristico € a murcha decorrente da descontinuacdo dos vasos
condutores, seguida de alteragdo na coloragao das folhas, desfolha e morte da
planta. Ocorre o anelamento na regido do colo da planta e formagédo de

rachaduras na casca (Fisher & Rezende, 2016). Os agentes causais sao os



fungos Fusarium solani f. sp. passiflorae (Bueno et al., 2014) e F. oxysporum f.
sp. passiflorae (Gardner, 1989).

A mancha oleosa é uma doenca bacteriana considerada limitante por
diversos autores, especialmente quando associada a antracnose, mas também
pelas dificuldades inerentes ao controle de bacterioses em plantas (Peruch et
al., 2018). Os sintomas tipicos incluem manchas foliares verde-escuras,
encharcadas e translucidas que progridem em tamanho e adquirem coloragéo
marrom, coalescem e ocasionam seca e queda de folhas. Nos peciolos e ramos
formam-se caneluras longitudinais, acarretando seca, redug¢ao da frutificagcéo e
morte da planta. Nos frutos ocorrem lesbes verde-escuras a pardacentas e
oleosas e a formacdo de crostas a partir de exsudatos bacterianos que se
aprofundam até as sementes (Fischer & Rezende, 2016). O agente causal da
doenca é a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Nakatani et al.,
2009).

As viroses tém maior importancia entre as enfermidades e, devido as
dificuldades de controle, comprometem a produtividade e limitam a expansao do
cultivo. A Tabela 2 contém as principais espécies de virus que afetam o cultivo

do maracuja no Brasil e no mundo.

TABELA 2. Géneros e espécies de virus causadores de doengas em maracujazeiro.

Espécie Género Referéncia
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) Potyvirus Nascimento et al., 2006
Cucumber mosaic virus (CMV) Cucumovirus  Gioria et al., 2002
East Asian Passiflora virus (EAPV) Potyvirus Chong et al., 2018
Passion flower little leaf mosaic virus (PLLMV) Begomovirus  Alves, 2008
Passion fruit green spot virus (PGSV) Cilevirus Luizon, 2009

Passion fruit severe leaf distortion virus (PSLDV) Begomovirus Ferreira et al., 2010




Continuagdo TABELA 2. Géneros e espécies de virus causadores de doencas em
maracujazeiro.

Passion fruit vein clearing virus (PVCV) Rhabdovirus  Kitajima & Crestani, 1985

Passion fruit woodiness virus (PWV) Potyvirus Wylie & Jones, 2011

Passion fruit yellow mosaic virus (PaYMV) Tymovirus Crestani et al., 1986

Purple granadilla mosaic virus (PGMV) Nao Chagas et al., 1984
atribuido

Sida micrantha mosaic virus (SimMV) Begomovirus  Alves, 2012

Sida mottle Alagoas virus (SIMAV) Begomovirus  Mituti et al., 2019

Sida mottle virus (SiMoV) Begomovirus  Alves, 2012

Lettuce chlorosis virus (LCV) Crinivirus Vidal et al., 2021

Destas, 12 ja foram relatadas no Brasil: CABMV, CMV, PGSV, PVCV,

PaYMV, PGMV, PLLMV, PSLDV, SimMV, SiMAV, SiMoV e LCV.

2.2.1 O Endurecimento dos Frutos do Maracujazeiro

O endurecimento dos frutos do maracujazeiro (EFM) foi detectado
pela primeira vez em pomares da Australia no inicio do século XX (Coob, 1901
apud Cerqueira-Silva et al., 2014). A causa da doenca foi atribuida ao virus PWV
(Taylor & Greber, 1973 apud Cerqueira-Silva et al., 2014).

No final dos anos 1970, houve a ocorréncia da doenca pela primeira
vez no Brasil, no municipio de Feira de Santana, na Bahia (Yamashiro & Chagas,
1979 apud Cerqueira-Silva et al., 2014; Chagas et al., 1981 apud Cerqueira-Silva
etal.,2014). A doenga se dispersou para outros estados nos anos subsequentes,
sendo reportada em Pernambuco em 1983 (Loreto & Vital, 1983 apud Cerqueira-
Silva et al., 2014), em Sergipe e Ceara em 1986 (Kitajima et al., 1986 apud
Cerqueira-Silva et al., 2014), em Sao Paulo (Chagas et al., 1992 apud Cerqueira-

Silva et al., 2014) e Minas Gerais em 1994 (Sao José et al., 1994 apud Cerqueira-
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Silva et al., 2014), em Santa Catarina em 2008 (Colariccio et al., 2008) e

recentemente no Rio Grande do Sul em 2017 (Zanini et al., 2017).

2.2.1.1 Sintomatologia

O endurecimento dos frutos do maracujazeiro se caracteriza por
apresentar sintomas de mosaico severo (Figura 1b, 1c e 1d), rugosidade e
distorcdo nas folhas (Figura 1b e 1d), reducao do desenvolvimento das plantas

e endurecimento e deformacéao dos frutos (Figura 1a) (Fisher & Rezende, 2008).

FIGURA 1. Sintomas do endurecimento dos frutos do maracujazeiro. Mosaico em folha
(b, c e d), bolhosidades em folha (b e d) e deformacgéo em fruto (a).

2.2.1.2 Agentes causais
Inicialmente, o agente causal no Brasil foi identificado como o virus

PWYV, com base na observacao dos sintomas, realizacdo de testes moleculares
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e determinagdo da gama de hospedeiros (Cerqueira-Silva et al., 2014). Porém,
a disponibilidade de técnicas de biologia molecular, como o sequenciamento
genético, na década de 1990, viabilizou a correta identificagédo e reclassificagéo
do agente causal do EFM (Cerqueira-Silva et al., 2014). Considera-se o virus
CABMV o agente causal da doenga no Brasil (Santana et al., 1999 apud
Cerqueira-Silva et al., 2014; Nascimento et al., 2006). No entanto, mundialmente,
o EFM tem sido associado a outros Potyvirus que, embora possuam
propriedades biolégicas e sorolégicas similares as do CABMV, sao
geneticamente distintos deste (Barros, 2007 apud Cerqueira-Silva et al., 2014).
Sao eles, os virus PWV (Taylor & Greber, 1973 apud Cerqueira-Silva et al.,
2014), presente na Australia, EAPV (lwai et al., 2006 apud Cerqueira-Silva et al.,
2014), presente nos paises asiaticos, e Ugandan passiflora virus (UPV) (Ochwo-
Ssemakula et al., 2012 apud Cerqueira-Silva et al., 2014), presente em Uganda.

As particulas do CABMV, como de outros Potyvirus, sao alongadas e
flexuosas e medem, em média, 750 nm de comprimento por 15 nm de didmetro

(Silva, 2012) (Figura 2).

FIGURA 2. Particulas de CABMV vistas em microscopio eletrénico (Damiri et al., 2013).
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O genoma viral consiste numa fita simples de RNA de sentido positivo
com aproximadamente 10.000 nucleotideos e duas fases abertas de leitura
(ORF): uma principal que codifica uma poliproteina com massa aproximada de
345 kDa e outra menor, denominada PIPO, com cerca de 60 cédons (Silva, 2012;
Chung et al.,, 2008). Na Figura 3, se observa a organizagdo do genoma do

Tobacco etch virus (TEV), membro do género Potyvirus.

Al (+2 fs) Cl Nla Nib

6K1 Helicase 6K2
P1-Pro HC-Pro P3 ATPase VPg Protease Replicase ~ CP

? Membrane
anchor

FIGURA 3. Representacdo esquematica da organizacdo do genoma de membro do
género Potyvirus (adaptado de Adams et al., 2011).

Nascimento et al. (2006) realizaram um estudo objetivando
caracterizar o virus CABMV. Foram coletadas amostras em sete estados (BA,
ES, MG, PB, PE, SE e SP) e no Distrito Federal. No total, foram obtidos 14
isolados, os quais foram capazes de infectar varios hospedeiros da familia
Fabaceae. Todos os isolados causaram infeccédo em caupi, espécie considerada
como nao hospedeira do virus PWV. Estes mesmos isolados foram
sorologicamente relacionados entre si e ao CABMV. Na comparagao entre as
sequéncias nucleotidicas da proteina capsidial dos isolados e de outros
Potyvirus verificou-se identidade de 54 a 70% com isolados de PWV e 85 a 94%
com isolados de CABMV. Filogeneticamente, os isolados brasileiros foram

agrupados em um cluster monofilético com isolados de CABMV. Isso permitiu a
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reclassificacdo de isolados brasileiros de CABMV previamente descritos como
PWV.

Maia et al. (2017) desenvolveram um estudo, cujo objetivo foi
determinar as relagbes biolégicas entre isolados de CABMV do bidtipo C
(CABMV-C) obtidos de feijoeiro caupi e isolados de CABMV do biétipo P
(CABMV-P) obtidos de maracujazeiro em hospedeiros comuns. Foram testadas
25 espécies de plantas e somente Canavalia ensiformis e Macroptilium
lathyroides foram hospedeiros sistémicos comuns a todos os isolados. Foi
detectada protecao cruzada unilateral entre os isolados CABMV-P Severo e
CABMV-C For em C. ensiformes, mas o isolado CABMV-P Fraco nao protegeu
0 maracujazeiro contra o isolado CABMV-P Severo. De acordo com os autores,
os isolados de CABMV-P néo infectam caupi, enquanto os isolados de CABMV-
C nao infectam maracuja, além de haver diferencgas bioldgicas entre isolados de

CABMV-P e CABMV-C.

2.2.1.3 Epidemiologia

O CABMV é transmitido por varias espécies de afideos de forma nao-
circulativa e ndo-persistente, tais como Myzus nicotianae (Inoue et al., 1995), M.
persicae, Aphis gossypii, A. fabae, A. craccivora, Toxoptera citricidus e
Uroleucon ambrosiae (Costa et al., 1995 apud Garcéz et al., 2015), sendo esta
sua principal via de transmissdo. A transmissdo do tipo nao-persistente se
caracteriza por apresentar um periodo de aquisicdo e inoculagao que varia de
segundos a minutos e de retengdo que varia de minutos a horas (Ng & Perry,

2004; Pirone & Perry, 2002 apud Ng & Perry, 2004).
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O CABMV pode também ser transmitido mecanicamente através de
extrato tamponado (Maia et al., 2017). Considera-se que a seiva possa transmitir
0 virus, por ela veiculado, durante operagdes de poda, mediante o uso de
instrumentos cortantes como facas e tesouras, ou mesmo das unhas (Fischer &
Rezende, 2008).

A gama de hospedeiros de CABMV ¢é bastante ampla e abrange
diversas espécies de interesse econdmico, tais como: Passiflora edulis e P. alata
(Maciel et al., 2009), Vigna unguiculata (Nascimento et al., 2004), Arachis
hypogaea (Pio-Ribeiro et al., 2000), Crotalaria juncea (Freitas et al., 2002) e
Phaseolus vulgaris (Nascimento et al., 2004). Ha ainda outras espécies de menor
relevancia econémica, mas que atuam como hospedeiras alternativas do virus
no ambiente, desempenhando papel importante na epidemiologia da doenca
(Silva et al., 2012).

Em relacdo as sementes, atualmente considera-se que esta nao é
uma via de transmissao do virus CABMV em Passiflora spp., conclusdo esta
baseada em experimentos nos quais as plantas foram avaliadas visualmente e
testadas através de ELISA e de inoculagdo em plantas indicadoras (Narita et al.,

2011; Taylor & Greber, 1973 apud Narita et al., 2011).

2.2.1.4 Manejo e controle

Nao existe um método de controle especifico desta doenga, logo,
recorre-se a uma série de medidas culturais, tais como: renovacao anual das
plantas (Narita, 2007), uso de mudas sadias com pelo menos 80 cm de altura
produzidas sob telado anti-afideos (Rodrigues et al., 2016), cuidados nas

operagbes de poda (Fisher & Rezende, 2008), adogdo de vazio sanitario,
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eliminagcado de restos culturais e espécies hospedeiras alternativas do virus
(Cerqueira-Silva et al., 2014; Fisher & Rezende, 2008) e erradicagao sistematica
de plantas sintomaticas ou positivas para o virus(Cerqueira-Silva et al., 2014).

Dentre as medidas mencionadas anteriormente, o uso de mudas
sadias e a erradicacdo de plantas infectadas s&o consideradas como
fundamentais para manejar adequadamente a virose. Para isto, entretanto, é
necessaria a implementagdo de técnicas de detecgdo, que sejam sensiveis,
especificas e precisas e que permitam analisar grandes quantidades de
amostras de forma rapida e a baixo custo.

O uso de inseticidas € ineficiente no controle de virus transmitidos de
maneira nao-persistente (Fisher & Rezende, 2008). Alguns trabalhos
demonstram que o uso de tais produtos, inclusive, pode incrementar a
transmissao ao aumentar a atividade vetorial dos pulgdes (Fereres & Moreno,
2011). Por outro lado, estdo sendo utilizados 6leos minerais e vegetais em
diversos cultivos para o controle de virus transmitidos de maneira nao-
persistente (Vidal et al., 2013; Boquel et al., 2013). Embora o modo exato de
acao ainda nao esteja elucidado, sabe-se que estes Oleos influenciam os
processos de aquisigao e inoculagao do virus (Vidal et al., 2010).

Ha também estudos com indutores de resisténcia sendo
desenvolvidos, como o realizado por Silva et al. (2016). De acordo com esses
autores, foi obtida reducao na severidade e na expressao de sintomas do EFM
e aumento de peroxidase e polifenoloxidase, proteinas relacionadas a
patogénese (PRs), apds aplicagéo de acido salicilico (AS).

Nos ultimos anos, foram obtidos avancos na identificagdo de

genotipos de maracujazeiro resistentes ao CABMV, inclusive, da espécie
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Passiflora edulis (Gongalves et al., 2017) e de hibridos interespecificos de P.
edulis e P. setacea (Santos et al., 2015). Ha evidéncia que a espécie P. suberosa
seja imune ao CABMV (Maciel et al., 2009). Portanto, o uso destes materiais em
programas de melhoramento deve resultar em variedades comerciais resistentes
ao virus num futuro proximo.

Outra via possivel de se obter resisténcia ao virus é a transgenia.
Neste sentido, recentemente foram obtidas plantas transgénicas de P. alata
contendo um fragmento do gene da proteina capsidial (CP) do CABMV. Foram
selecionados trés clones assintomaticos de trés diferentes linhagens
transgénicas, onde a replicagdo do virus nao foi detectada (Correa, 2014). Em
outro experimento, com plantas transformadas com o gene NIb e a regido 5
terminal do gene CP do isolado CABMV-MG1, observou-se resisténcia ao

mesmo isolado viral (Alfenas et al., 2005).

2.3 Métodos de diagnéstico e detecgao

A deteccdo € extremamente importante para se estabelecer
estratégias de prevencao e controle. Logo, sdo necessarios métodos confiaveis
e precisos, capazes de detectar o virus em material assintomatico. Neste
contexto, nos ultimos anos, aumentaram de forma consideravel o numero, a
precisdo e a confiabilidade de técnicas e protocolos disponiveis. Apesar de
avancgos quanto a rapidez, sensibilidade, especificidade, precisdo, capacidade
de uso massivo e redugdo de custos, outras variaveis, tais como, a amostragem,
0 processamento de amostras e a falta de validagao de reagentes e protocolos,

mediante calculo de parametros de diagndstico e testes intra ou inter
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laboratérios, ainda sdo problemas que necessitam de solugdo (Cambra et al.,
2016).
Os métodos de detecgcao podem ser classificados em bioldgicos,

soroldgicos e moleculares, a seguir apresentados.

2.3.1 Métodos bioldgicos

Os métodos biolégicos fundamentam-se no uso de plantas
indicadoras e foram os primeiros testes utilizados na diagnose de virus.
Baseiam-se na transmissao mecanica do virus para hospedeiros herbaceos, ou,
ainda, pela utilizacdo de enxertia no caso de indicadoras lenhosas. Estes
métodos sdo altamente sensiveis, porém pouco especificos, e devido a isso seus
resultados sao de baixa confiabilidade, além de pouco reprodutiveis. Tais testes
apresentam longo periodo até o resultado, tempo necessario para a expressao
dos sintomas, e alto custo, devido a mao de obra e infraestrutura necessarias.

Logo, os métodos bioldgicos sdo pouco utilizados para a detecgéao,
sobretudo quando se necessita analisar um grande numero de plantas de

maneira rotineira.

2.3.2 Métodos sorolégicos

O “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA), adaptado para
uso em amostras vegetais, €, atualmente, o teste sorolégico padrdao mais
utilizado em nivel mundial para detecgao de virus de plantas. O teste baseia-se
numa reagao antigeno-anticorpo detectavel através de reagdes enzimaticas.

Ha basicamente dois tipos de ELISA: o direto, no qual o antigeno é

imobilizado numa fase sélida e detectado diretamente com anticorpo especifico;
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e o indireto, no qual o anticorpo especifico, ndo marcado, é primeiro ligado ao
antigeno imobilizado numa fase sdlida, e entdo detectado indiretamente por um
segundo anticorpo marcado, um anti-anticorpo, ou por um conjugado de proteina
A (Figura 4). Sao dois os tipos de anticorpos: policlonais, que reagem com varios
epitopos do antigeno; ou monoclonais, que se ligam somente a um epitopo de

uma unica forma.

ELISA INDIRETO CONVENCIONAL

Anticorpo anti-imunoglobulina
® ——p procedente de diferentes
espécies animais (conjugado)
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.I ®

Antigeno especifico preparado
l e >

em diferentes espécies animais

@& ———p Antigeno

FIGURA 4. Elisa indireto convencional (adaptado de Cambra et al., 2016).

O ELISA tem sido utilizado para a detecgcdo do CABMV no Brasil
(Garcéz et al., 2015; Rodrigues et al., 2016). Contudo, os testes soroldgicos
apresentam relativa baixa especificidade, quando sdo usados anticorpos
policlonais, e relativa baixa sensibilidade, o que pode comprometer a deteccéo

quando o titulo viral é baixo na planta.
2.3.3 Métodos moleculares
2.3.3.1 RT-PCR convencional

A RT-PCR convencional (RT-PCR) é uma técnica molecular baseada

na multiplicacdo exponencial de acidos nucleicos, mediante a sintese prévia de
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cDNA a partir do RNA viral. Com esta técnica, sdo amplificados segmentos do
genoma viral para fins de deteccao e caracterizagdo. Kilalo-Ngeranwa (2012)
utilizou esta técnica para identificar o virus CABMV em maracuja com sintomas
do EFM no Quénia. A RT-PCR embora bastante sensivel pode apresentar
limitagdes, tais como aquelas decorrentes da presenca de inibidores das reacdes
enzimaticas, o que faz com que seja necessaria uma etapa de purificagao de
acidos nucléicos, além dos problemas de contaminacgao, devido ao manuseio

pos-PCR para a deteccao dos produtos da reagao.

2.3.3.2 RT-PCR em tempo real

A RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) € uma variante da RT-PCR
convencional que tem por base a detecgcdo e a quantificacdo simultanea da
fluorescéncia emitida por fluoréforos ao longo do processo de amplificacdo. Os
resultados da RT-gPCR sao obtidos na fase exponencial da reagdo, onde a
variagao € menor e a precisao € maior, enquanto os da RT-PCR convencional
sao obtidos na fase de plato.

A deteccao é realizada paralelamente a amplificacdo, permitindo o
monitoramento da reagdo em tempo real. A analise é realizada mediante
algoritmos que eliminam o ruido de fundo, normalizam os valores e podem,
também, calcular a concentragao inicial do molde.

Existem basicamente dois tipos de RT-gPCR: os que usam
intercalantes de DNA (“SYBR green”, o mais conhecido; intercala no DNA de fita
dupla e emite fluorescéncia) e os que usam sondas de hidrolise (formadas por
um par de fluoréforos, o “reporter” e o “quencher”, que quando separados pela

reacédo emitem fluorescéncia; conhecido como sonda TagMan) (Figura 5).
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ANELAMENTO DESLOCAMENTO DA SONDA CLIVAGEM DA SONDA

01 02 03

R é o fluoréforo reporter, que emite a

um comprimento de onda absorvide
pelo fluoréforo quencher (Q)

PRIMER

FIGURA 5. Principio de funcionamento da sonda TagMan (NCBI, 2019).

Além de extremamente sensivel, a RT-gPCR pode, no caso da sonda
TagMan, ser altamente especifica e capaz de ser utilizada sem a necessidade
de purificacdo de acidos nucléicos, uma vantagem em relagdo a algumas
técnicas moleculares disponiveis atualmente (Bertolini et al., 2008; Capote et al.,
2009). A RT-PCR em tempo real € a técnica “gold standard” para o diagnostico
e a deteccao de varios virus de plantas em protocolos internacionais (Zerbini &

Alfenas-Zerbini, 2016; Cambra et al., 2016).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho de iniciadores e sonda TagMan e analise in silico

Foram obtidas sequéncias nucleotidicas de isolados de CABMV a
partir da base de dados do “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI). As sequéncias foram alinhadas com o uso do software Geneious e
analisadas quanto a presenca de regides conservadas (Figura 6). Foi utilizado o
software Primer Express (Applied Biosystems) e a sequéncia do gene da
proteina capsidial do isolado brasileiro de maracujazeiro Lns 10 (acesso/versao

KF725715.1) para desenhar os iniciadores e a sonda TagMan.
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FIGURA 6. Alinhamento de sequéncias de CABMV no software Geneious.

Os iniciadores foram testados in silico por meio do programa FastPCR
(PrimerDigital) em relagao a isolados de CABMV, PWV e EAPV. Os numeros

dos acessos/versdes das sequéncias de CABMV, PWV e EAPV de diferentes
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hospedeiros disponiveis no GenBank e utilizados na analise foram: KF725715.1
(CABMV), JF833422.1 (CABMV), HQ880242.1 (CABMV), NC_014790.2 (PWV),
KX577780.1 (PWV), AB761400.1 (PWV), MH488901.1 (EAPV), MH488899.1

(EAPV) e MH488896.1 (EAPV).

3.2 Analise in vitro dos iniciadores e da sonda TagMan

Extratos vegetais de controles positivos comerciais (Agdia e Bioreba)
dos virus CABMV, Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), Plum pox virus (PPV),
Tobacco streak virus (TSV), Apple mosaic virus (ApMV), Prune dwarf virus
(PDV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tobacco ringspot virus (TRSV), Tomato
ringspot virus (ToRSV), Cucumber mosaic virus (CMV), Potato virus Y (PVY),
Potato virus X (PVX), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Alfafa mosaic virus
(AMV), Lettuce mosaic virus (LMV), Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV),
Banana bract mosaic virus (BBMV), Peanut stunt virus (PSV) e Apple stem pitting
virus (ASPV) foram usados para avaliar a especificidade dos iniciadores e da
sonda TagMan para a detecgao do CABMV.

Folhas de maracujazeiro-azedo da cultivar SCS 437 Catarina com
sintomas tipicos da virose do endurecimento dos frutos do maracujazeiro foram
coletadas em novembro de 2016 por técnicos da EMATER/RS em pomar
localizado no municipio de Trés Cachoeiras (lat 29°27'.01.37"; lon 49°55'43.99")
e enviadas ao Laboratorio de Virologia Vegetal da Faculdade de Agronomia da
UFRGS para confirmagao da presencga do virus CABMV. Todo o material vegetal
coletado foi mantido em bolsas de plastico acondicionadas em geladeira, a

aproximadamente, 5 °C, até ser processado.
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O coquetel da RT-PCR em tempo real contou com os seguintes
reagentes: 2 pl de agua, 5 ul de 2x MasterMix (GoTag® Probe 1-step RT-gPCR
System), 0,2 ul de RT-Mix (GoTag® Probe 1-step RT-qPCR System), 0,2 ul do
iniciador F a 25 yM, 0,2 ul do iniciador R a 25 uM, 0,3 ul de sonda TagMan a 5
MM, 0,1 pl de Rox e 2 pl de amostra, totalizando 10 ul por reacéo. A amplificacao
foi realizada no termociclador 7300 - Real time PCR System (Thermo Fisher) nas
seguintes condigdes: um ciclo a 45 °C por 15 min (transcrigdo reversa); um ciclo
a 95 °C por 2 min; e 40 ciclos a 95 °C por 15 s (desnaturagéo) e a 62 °C por 45
s (pareamento e extensdo). As curvas de amplificacdo e os respectivos valores
de Ct foram obtidos por meio do software 7500. Cada amostra foi analisada em
duplicata.

As anadlises foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia do
Departamento de Plantas de Lavoura da Faculdade de Agronomia da UFRGS e

no Agrondmica Laboratério de Diagndstico Fitossanitario e Consultoria.

3.3 Comparacao de sensibilidade entre PTA-ELISA e RT-PCR em
tempo real
Para o estudo comparativo das técnicas de deteccdo do CABMV, foi
realizada coleta no pomar de Sado Jodo do Sul, em maio de 2017. Foram
coletadas folhas de plantas de maracujazeiro-azedo da cultivar SCS 437
Catarina naturalmente infectadas com sintomas tipicos da doenca. As amostras
de folhas coletadas também foram utilizadas nas analises de RT-PCR e ELISA
como controle positivo e nos testes de especificidade dos iniciadores e sonda

TagMan.
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As amostras coletadas foram cadastradas no Sistema Nacional de
Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(codigo: A486194).

O preparo das amostras foi feito mediante a maceragao de 1 g de
tecido vegetal de folha, pedunculo ou semente em bolsas plasticas individuais
na presencga de tampéo de extracao [PBS buffer (pH 7,2) + 2% polivinilpirrolidona
(PVP) e 0,2% dietil ditiocarbamato de sédio (DIECA)] na proporgéo 1:10 (p:v).
Aliqguotas de 1,5 ml foram transferidas para microtubos (Eppendorf) e
armazenadas a -20 °C.

Foram preparadas diluigdes seriadas decimais 1:10 a 1:10° (v:v) em
agua estéril e em extrato de folhas sadias. A purificagdo de RNA dos extratos e
as subsequentes diluicdes foram realizadas com o kit SV Total RNA Isolation
System (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante.

Todas as etapas de preparo das amostras foram realizadas no
Laboratério de Virologia Vegetal do Departamento de Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia da UFRGS.

Para a realizacdo do PTA-ELISA foi utilizado anticorpo policlonal anti-
CABMV cedido pelo Professor Jorge Rezende da ESALQ/USP. Uma etapa
prévia de adsorgao de antissoro foi executada, durante na qual, foi adicionado 1
Ml de antissoro em 1 ml de extrato de folhas sadias diluido na proporgao 1:10
(p:v), obtendo uma diluicdo final de 1:1.000 (v:v). O antissoro diluido foi
submetido a incubagédo por 1 h a 37 °C, centrifugagéo por 2 min a 5.000 rpm e
recuperacdo do sobrenadante. Esta etapa tem por objetivo diminuir a reagéo

cruzada com o extrato da planta.
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Foram executadas as seguintes etapas do protocolo PTA-ELISA
(Clark & Adams; 1977): adi¢gao de 100 pl do antigeno (extrato vegetal) ao suporte
sélido, incubacao a 4 °C durante 12 h, trés lavagens sucessivas com tampao de
lavagem (PBS + tween 20 a 1%), adicdo de 100 pl do antissoro previamente
adsorvido, incubacao por 3 h a 37 °C, trés lavagens sucessivas com tampéao de
lavagem , adicdo do conjugado Anti-Rabbit IgG (Sigma-Aldrich) ligado a enzima
fosfatase alcalina na diluicdo de 1:30.000 (v:v), incubacgéo por 2 h a 37 °C, trés
lavagens sucessivas com tampao de lavagem e adi¢éo de 100 pl de substrato p-
nitrofenol fosfato (PNP) substrate tablets (Agdia). A leitura da absorbancia (A) foi
realizada em 405 nm, 1 e 2 h apds a adicdo do substrato em leitor de
microplacas.

As analises, em duplicata, foram realizadas no Laboratério de
Virologia Vegetal do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de

Agronomia da UFRGS.

3.4 Concordancia entre PTA-ELISA e RT-PCR em tempo real
pelo método direto

Para o estudo comparativo das técnicas de deteccdo do CABMV, foi
realizada coleta em pomar localizado em Santa Rosa do Sul (lat 29°6'.47.48";
lon 49°45'1.26"), SC, com area de 0,7 hectares em novembro de 2018. Foi
coletada uma folha de cada planta, de um total de 100 plantas de maracujazeiro-
azedo da cultivar SCS 437 Catarina escolhidas de forma aleatédria, sujeitas a
infecgao natural. As amostras foram processadas conforme descrito no item 3.2.
A RT-PCR em tempo real e o PTA-ELISA foram realizados nas mesmas

condicdes descritas nos itens 3.2 e 3.3.
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Para a comparacao das técnicas PTA-ELISA e RT-PCR em tempo
real foi calculado o indice Kappa de Cohen, dividindo-se a subtracdo entre
coincidéncia observada e coincidéncia esperada por um menos coincidéncia
esperada, onde a coincidéncia observada é a+d/N e a coincidéncia esperada

[(a+b)x(a+c)+(c+d)x(b+d)]/NxN. N é igual a a+b+c+d (Tabela 4).

QUADRO 1. Quadro de contingéncia 2x2 para avaliagéo do indice Kappa de Cohen.

RT-PCR em tempo real
Positivo Negativo
Positivo a b atb
PTA-ELISA
Negativo c d c+d
a+c b+d N

3.5 Incidéncia de CABMV em pomares de maracujazeiro em SC
e RS

Para o monitoramento da incidéncia do virus CABMV, foram
selecionados trés pomares de maracujazeiro-azedo localizados nos estados de
Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS). Os dois pomares localizados em
SC pertencem aos municipios de Araquari, no nordeste do estado (lat
26°23'43.98"; lon 48°44'2.88"), e de S&o Jo&o do Sul, no sudeste do estado (lat
29°10'16.03"; lon 49°48'52.24"), com areas plantadas de 1,0 e 0,7 hectares,
respectivamente. O pomar localizado no RS pertence ao municipio de Torres,
nordeste do estado (lat 29°17'05.13"; lon 49°51'56.28") e tem area plantada de
2,5 hectares.

Em cada pomar, foram identificadas ao acaso 50 plantas de

maracujazeiro-azedo da cultivar SCS 437 Catarina. Destas plantas, foram
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coletadas folhas, de acordo com o tempo contado a partir do plantio (Tabela 3).
O numero de folhas coletadas variou também em funcdo da estrutura das
plantas, sendo assim, plantas em haste unica tiveram apenas uma folha
coletada, enquanto plantas com ramificagdes primarias tiveram mais folhas
coletadas de forma proporcional. A frequéncia das coletas foi mensal e
ocorreram entre setembro de 2017 e abril de 2018. Apdés dezembro, foram
realizadas amostragens em janeiro, em Sao Joao do Sul, e em abril, em Araquari

e Torres, totalizando cinco amostragens em cada area.

TABELA 3. Amostragens de folha de maracujazeiro de acordo com o tempo contado a
partir do plantio e estrutura da planta.

Coleta Tempo (dias) Ramos primarios Amostragem (f./pl.)!
12 0a30 0 1
22 30a60 1a2 1a2
3 60 a 90 2a3 2a3
4% em diante Acima de 90 Acima de 3 4

' Folhas por planta.

A diluicdo 1:10% (v:v) em agua estéril foi usada para determinar a
incidéncia do virus CABMV por RT-PCR em tempo real, conforme descrito no
item 3.2. As analises das amostras usadas na determinacéo da incidéncia foram
realizadas de maneira composta, de 10 em 10 plantas, e somente quando o

resultado foi positivo, foram analisadas individualmente.

3.6 Caracterizagao molecular dos isolados estudados
Para a realizacdo da RT-PCR convencional foram usados como
reagentes 5 yl de agua, 12,5 yl de 2x MasterMix (GoTag® Probe 1-step RT-

gPCR System), 0,5 pl de RT-Mix (GoTag® Probe 1-step RT-qPCR System), 1 ul
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do iniciador JF1 (5'- TAGTTCTTCAGGACAACTAGTTCCACG -3) a 25 uM, 1 pl
do iniciador JR1 (5’- AAGCCTTTACTGCCCATGCGTCAT -3’)a 25 uM, e 5 pl de
RNA purificado, totalizando 25 pl por reacdo. As sequéncias dos iniciadores
foram publicadas por Kilalo-Ngeranwa (2012).

A reacao foi realizada no termociclador C-1000 Touch™ Thermal
Cycler (Bio-Rad) nas seguintes condi¢des: um ciclo a 45 °C por 30 min
(transcricdo reversa), um ciclo a 95 °C por 3 min (desativagao da transcriptase
reversa e ativagao da Hot Start DNA Polymerase), 40 ciclos a 95 °C por 30 s
(desnaturacéao), a 55 °C por 30 s (pareamento) e a 60 °C por 1 min (extensao) e
uma extenséo final a 60 °C por 10 min. Os amplicons gerados foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1% (130 V por 1h) e visualizados sob luz UV.
Os amplicons foram submetidos a purificacdo por meio do GenElute™ PCR
Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich) e submetidos ao sequenciamento.

As andlises foram realizadas nos Laboratérios de Virologia Vegetal e
de Bacteriologia Vegetal do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de
Agronomia da UFRGS e no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de
Plantas de Lavoura da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

O método de sequenciamento utilizado foi o Sanger. Os
eletroferogramas foram analisados com o auxilio do software Geneious. As
sequéncias nucleotidicas obtidas foram submetidas a uma comparagao “Blast”,
utilizando o programa Megablast, para verificar a identidade entre os isolados
virais. Foi gerada uma arvore filogenética com os isolados da tabela 4, utilizando-
se o método da maxima verossimilhanga e o modelo de substituicdo Jones-
Taylor-Thornton (JTT), com o auxilio do software Mega. O sequenciamento foi

realizado no Laboratorio ACTgene Analises Moleculares.
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TABELA 4. Sequéncias utilizadas na constru¢ao da arvore filogenética.

Acesso/Versao Organismo Estirpe/lsolado Hospedeiro

1. KC777404.1 CABMV Alvinlandia-SP Maracuja
2. KC777403.1 CABMV Fernao-SP Maracuja
3. KC777401.1 CABMV Adamatina-SP Maracuja
4. AY433950.1 CABMV CABMV-SP Maracuja
5. KC777402.1 CABMV Jacupiranga-SP Maracuja
6. AY253911.1 CABMV SE1 Maracuja
7.KC777405.1 CABMV GARCA-SP Maracuja
8. AY434454 1 CABMV CABMV-M3 Maracuja
9. AY505342.1 CABMV F-144 Maracuja
10. AY433951.1 CABMV F-101 Maracuja
11. AY433952.1 CABMV CABMV-M2 Maracuja
12. JF427623.1 PWV BuW-1 Maracuja
13. MG650164.1 EAPV AO Maracuja
14. CABMV-sjs01 CABMV SJS01 Maracuja
15. CABMV-sjs02 CABMV SJS02 Maracuja
16. CABMV-sjs03 CABMV SJS03 Maracuja
17. CABMV-tor01 CABMV TORO1 Maracuja
18. CABMV-tor02 CABMV TORO02 Maracuja
19. CABMV-tor03 CABMV TORO03 Maracuja
20. M76485.1_CTV CTV T36 Citros

3.7 Transmissao do virus por semente

Para o teste de transmissdo do CABMV por sementes, foram
coletados oito frutos sintomaticos em Sao Joao do Sul, em abril de 2018. Trés
frutos sem sintomas foram coletados em pomar sem a presenga do virus e
utilizados para obtencao de sementes livres do virus.

As sementes foram retiradas de frutos sintomaticos e assintomaticos,

lavadas em agua corrente até eliminar toda a mucilagem (arilo) e secadas ao ar
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(temperatura ambiente). Apos a secagem, as sementes foram armazenadas em
tubos tipo Falcon, a temperatura ambiente até a semeadura. A semeadura foi
realizada em bandejas plasticas de 128 células contendo substrato para plantas
(Carolina Soil). As bandejas foram mantidas em camara de crescimento por 30
dias sob condi¢des 12 h de luz de e 25 °C. Toda a plantula originada a partir das
sementes foi coletada e agrupada em amostras compostas de 10 plantulas para
preparacao do extrato em tampao PBS. Aliquotas de 1,5 ml foram transferidas
para microtubos (Eppendorf) e armazenadas a -20 °C para posterior analise por

RT-PCR em tempo real.



4 RESULTADOS

4.1 Desenho de iniciadores e sonda TagMan e analise in silico

A partir do alinhamento realizado entre as sequéncias nucleotidicas
de CABMV foi possivel determinar uma regido conservada que possibilitou o
desenho dos oligonucleotideos desejados. A escolha do par de iniciadores e da
sonda TagMan foi baseada em critérios descritos em bibliografia (Thornton &
Basu, 2011), e dos parametros estabelecidos no programa Primer Express

(Tabela 5). O produto da amplificagcao € de 75 pares de bases (pb).

TABELA 5. Caracteristicas dos iniciadores e da sonda TagMan desenhados.

Oligo? Sequéncia 5’-3’ Tm  %GC Inicio? nt
Primer-F GATGATGACAAGATGGGTGTTATCA 59 40 382 25
Primer-R CACATCGGGTGAAGTTCCATT 58 48 456 21

Probe AACGGGTTCATGGTTTGGTGCATTG 68 48 409 25

' Oligonucleotideo;
2Inicio 5’ em relagdo ao acesso/versdo KF725715.1.

A PCR in silico demonstrou a especificidade dos iniciadores em
relagdo ao virus CABMV. O produto da PCR foi predito apenas para as
sequéncias de isolados de CABMV, independentemente do hospedeiro do qual

o virus foi isolado (Tabela 6).
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TABELA 6. Predicdo do produto da PCR in silico com os iniciadores desenhados.

Acesso/Versao Organismo Estirpe/lsolado Hospedeiro Amplicon (pb)
KF725715.1 CABMV Lns10 Maracuja 75
JF833422.1 CABMV SLMCP2 Feijao-caupi 75
HQ880242.1 CABMV BR1 Amendoim 75
MH488901.1 EAPV EAPV-AO/DCA1 Maracuja 0
MH488899.1 EAPV EAPV-AO/LS18 Maracuja 0
MH488896.1 EAPV EAPV-AO/DC38 Maracuja 0
NC_014790.2 PWV PWV-MU2 Maracuja 0
KX577780.1 PWV SW8 Maracuja 0
AB761400.1 PWV Gld-1 Maracuja 0

4.2 Analise in vitro dos iniciadores e da sonda TagMan

A analise in vitro evidenciou a especificidade dos iniciadores e da
sonda TagMan em relagdo ao CABMV, indo ao encontro dos resultados obtidos
in silico. O teste com 19 espécies de virus (AMV, ACLSV, ApMV, ASPV, BBMV,
CABMV, CPSMV, CMV, LMV, PSV, PPV, PVX, PVY, PDV, TMV, TRSV, TSV,
ToRSV e TSWV), incluindo membros do género Potyvirus, resultou unicamente

na deteccao do CABMV.

4.3 Comparagao entre os métodos direto e convencional de
preparagcao de amostras nas analises de RT-PCR em tempo
real

Curvas de amplificagcdo por RT-PCR em tempo real foram obtidas

tanto utilizando como amostra o RNA total purificado, (método convencional)
como extrato vegetal diluido (diluicdo) (Figura 7). As curvas obtidas pelo método
convencional apresentaram um tracado tipico, com fase exponencial bem

definida (Figura 7a). Ja as curvas obtidas pelo método direto apresentam ligeiras
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alteragdes na pendente e na fase exponencial (Figura 7b). Extratos vegetais
sadios e RNA total purificado, a partir desses, ndo apresentaram curvas de
amplificagdo. A linha base, que separa amostras positivas e negativas, foi

estabelecida na fase exponencial das curvas sobre o ruido de fundo.

FIGURA 7. Amplificacdo por RT-PCR em tempo real. Curvas obtidas pelo método
convencional (a) e direto (b). Vermelho: diluigdo 10". Verde: diluigdo 102.
Azul: diluicdo 103. Roxo: diluicdo 10, Rosa: diluigdo 107°.

Na comparacdo de sensibilidade da RT-PCR em tempo real na
deteccao do CABMV, usando os métodos direto e convencional de preparacgao
de amostras se observou que, de modo geral, ambos os métodos possibilitaram
a detecgdo do CABMV até a diluigdo seriada 10 de um extrato positivo (Tabela

6). Os valores de Ct variaram de 23,62 a 37,12, quando se usou o método direto

e de 21,33 a 33,36, quando usado o método convencional. Para as mesmas
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diluicdes, os valores de Ct foram ligeiramente mais altos (menor sensibilidade)
no método direto. A diluigdes (método direto) apresentaram valores de Ct mais
altos que a extracao de RNA, exceto na diluigdo 10-3. O valor de Ct foi maior nas
amostras mais diluidas, exceto na diluicdo 102 do método direto, que teve valor
de Ct inferior ao da diluicdo 10-2. Todas as amostras positivas por extracao de

RNA total foram também positivas por diluicado (método direto).

4.4 Comparacao de sensibilidade entre PTA-ELISA e RT-PCR em
tempo real

Na comparacdo de sensibilidade entre PTA-ELISA e RT-PCR em
tempo real, foram realizadas, no teste soroldgico, leituras de 1h e 2h e para RT-
PCR em tempo real os métodos direto de preparacdo de amostras e extracao de
RNA total do teste molecular (método convencional). No teste ELISA, para que
uma amostra/diluicao fosse considerada positiva, o valor da OD4os nm deveria
ser 2 vezes o valor da OD4os nm do controle negativo. O tempo de leitura do teste
PTA-ELISA de 1 h demonstrou ser suficiente para a deteccado do virus e foi o
tempo estabelecido para todas as demais leituras realizadas. Para ambos os
tempos de leitura, até a diluicdo 102 foi considerada positiva, assim esta diluicdo
(10-2) foi estabelecida como o limite de deteccdo do PTA-ELISA (Tabela 7).
Quando analisadas por RT-PCR em tempo real, as amostras apresentaram
valores de Ct variando de 23,62 a 37,12 quando foi utilizado o extrato diluido, e
de 21,33 a 33,36 quando foi utilizado o RNA total purificado. Em ambos os casos,
o limite de detecgéo foi a diluigdo 104, porém o valor de Ct usando extrato diluido
(37,12) foi maior que o da extragcao de RNA total (33,36) (Tabela 7). A diluicdo

10 nao apresentou amplificagdo com nenhum dos métodos de preparacgdo de
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amostras. Os controles negativos ndo apresentaram amplificagdo em nenhuma

das repeticdes realizadas.

TABELA 7. Comparacao de sensibilidade, tempo de leitura e métodos de preparacao
de amostras entre as técnicas PTA-ELISA e RT-PCR em tempo real, na
detecgdo do CABMV em dilui¢des seriadas de extrato vegetal positivo.

PTA-ELISA (ODa4os) RT-PCR em tempo real (Ct)
Diluicao
1h 2h Método direto Extracdo de RNA total

10 0,815 1,740 23,62 21,33

102 0,540 1,100 31,87 26,12

103 0,292 0,394 29,43 29,56

104 0,241 0,248 37,12 33,36

10 - - Indet Indet
Controle 0,213 0,254 Indet Indet

! indeterminado (auséncia de curva de amplificagéo).

4.5 Concordancia entre PTA-ELISA e RT-PCR em tempo real pelo
método direto

A comparacao entre a técnica PTA-ELISA e a técnica RT-PCR em
tempo real pelo método direto na deteccdo do CABMV em 100 amostras,
naturalmente infectadas, mostrou concordéncia de resultados em 94 amostras
(Quadro 2). Doze amostras foram positivas e 82 foram negativas por ambas as
técnicas. A RT-PCR em tempo real foi capaz de detectar a presenca do CABMV
em seis amostras que deram resultado negativo pela técnica PTA-ELISA. N&o
houve nenhuma amostra com resultado negativo por RT-PCR em tempo real e
positiva por PTA-ELISA. Com estes dados, o indice Kappa calculado foi de

0,7664, demonstrando uma alta concordancia entre as técnicas de deteccéao.
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QUADRO 2. Comparacao de resultados entre PTA-ELISA e RT-PCR em tempo real
pelo método direto na detecgdo do CABMV em 100 amostras de
maracujazeiro-azedo.

RT-PCR em tempo real
Positivo Negativo
Positivo 12 0 12
PTA-ELISA
Negativo 6 82 88
18 82 100

Os valores de ODa40s e os valores correspondentes ao Ct sao
mostrados no Quadro 3. Os valores de Ct das amostras positivas por RT-PCR
em tempo real ficaram entre 25 e 35, e os valores de ODa4os das amostras
positivas por PTA-ELISA ficaram entre 1,501 e 3,0. A maioria das amostras com
alta OD405 apresentou os menores valores de Ct e vice-versa. Das seis amostras
positivas unicamente por RT-PCR em tempo real, quatro apresentaram valores

de Ct entre 32 e 35 e duas entre 29 e 31.

QUADRO 3. Comparacao dos valores de ODags € ciclos de amplificacéo (Ct) na analise
de 100 amostras para detec¢cdo do CABMV por PTA-ELISA e RT-PCR
em tempo real.

OD PTA-ELISA Numero de plantas
1,501-3,0 62 5a &
0,751-1,5 20 3p 362
0-0,75 i 462
Ct RT-PCR em tempo real 25-28 29-31 32-35 >36

@ Resultados coincidentes (94%);
b Positivo apenas por RT-PCR em tempo real usando diluigdo como método de
preparo de amostras (6%).
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4.6 Incidéncia de CABMV em pomares de maracujazeiro em SC
e RS
O monitoramento da incidéncia do CABMV em plantas de
maracujazeiro-azedo revelou diferengas na incidéncia do virus entre os pomares
estudados. No pomar localizado em Sao Jodo do Sul (SC), a incidéncia variou
de 6 % a 100 % entre setembro e janeiro (Figura 8). Neste pomar, logo no
primeiro més de plantio, foram detectadas trés plantas com a presenca do virus.

A infecgao viral alcangou 100 % das plantas analisadas em menos de cinco

meses.

Incidéncia do CABMV em Maracujazeiro-azedo
100

75

50

Incidéncia (%)

25

Set/2017 Out/2017 Nov/2017 Dez/2017 Jan2018 Abr/2018

Més/Ano

== |ncidéncia (Torres/RS) == [ncidéncia (Sao Joao do Sul/SC)

FIGURA 8. Evolucao da incidéncia do CABMV em plantas de maracujazeiro-azedo em
pomares localizados nos municipios de Torres, RS e Sdo Joao do Sul, SC.
No pomar localizado em Torres (RS), a incidéncia variou de 0 % a 14
% entre setembro e dezembro e alcangou 100 % de incidéncia em abril (Figura

8).
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Nao foram avaliadas as plantas que morreram nem as que foram
erradicadas durante a realizacdo do levantamento. No pomar localizado no
municipio de Araquari, norte do estado de Santa Catarina, ndo se detectou a

presenca do CABMV durante os 8 meses de monitoramento das plantas.

4.7 Caracterizagdao molecular dos isolados estudados

Para a caracterizagao molecular dos isolados de CABMV detectados
no Rio Grande do Sul e no sul de Santa Catarina, amostras positivas por RT-
PCR em tempo real foram submetidas a RT-PCR convencional usando
iniciadores especificos para a amplificacao parcial do gene da proteina capsidial
do CABMV. Estes iniciadores amplificaram fragmentos de aproximadamente 700

pb (Figura 9).

M1 2 3 4 5 6

FIGURA 9. Eletroforese em gel de agarose sob luz UV. Amplificagdo de 700 pb em
amostras de CABMV positivas por RT-PCR em tempo real. M: Marcador
de peso molecular (1.000 pb). Colunas 1, 3 e 5: Controles negativos.
Coluna 2: Isolado CABMV-tor01. Coluna 4: Isolado CABMV-sjs01. Coluna
6: Isolado CABMV-sjs02.
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As sequéncias resultantes do sequenciamento dos amplicons obtidos

por RT-PCR convencional foram submetidas a um alinhamento multiplo. A

sequéncia consenso possui 539 nucleotideos com 536 (99,4%) de identidade.

1 1@ 20

30 4 50

GTACTTCTCAATTTGGATCACTTGATAGAATATAAGCCAGCGCAAATTGA
TCTATACAACACCAGAGCTTCAAAGACACAGCTCAGCAAATGGTTTGAAG
CCATTAAAGAAGAGTACGAGCTGGACGAAGACAAGATGGGETGTTATCATG
AATOGGTTCATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACTTCACCTGATGTGAA
TEGAGTGTGGACAATGATGGATGGGGACGAGCAAGTGGAATTTCCGCTCA
AGCCCATCOTGOAAAACGCAAAACCCACACTTAGACAAATTATGCACCAC
TTCTCAGACGCAGCCGAAGCGTATATTGAGATGAGAAATTCTGAAGGGTT
CTACATGCCTAGGTACGGACTGCTGAGGAATTTAAGAGACAAGAGCTTAG
CAAGGTATGCTTTCGATTTCTATGAAGTCACGTCTAAGACTTCTGATAGA
GCAAGGGAAGCAATAGCGCAAATGAAGGCTGCAGCTCTCGCCAACGTTAA
CACCAGGATGTTTGGCCTGGATGGGAATGTGGCAACAAC

FIGURA 10. Sequéncia consenso do gene da proteina capsidial das amostras de
CABMV procedentes de plantas de maracujazeiro-azedo de RS e SC.

Com base em suas sequéncias de aminoacidos, os isolados CABMV-

sjs01, CABMV-sjs02, CABMV-sjs03, CABMV-tor01, CABMV-tor02 e CABMV-

tor03 foram agrupados em um cluster, o qual também inclui isolados de CABMV

de diferentes regides geograficas, do isolado PWV BuW-1 da Australia e da

estirpe EAPV AO da China (Figura 11).

CABMV-5js03
CABMV-tor01
CABMV-5j502
CABMV-5js01
KC777404.1 CABMV isolate Alvinlandia-SP
KC777403.1 CABMV isolate Fernao-SP
AY433950.1 CABMV strain CABMV-SP
{CABMVTOFOZ
CABMV-tor03
KC777401.1 CABMYV isolate Adamatina-SP
{ KC777402.1 CABMV isolate Jacupiranga-SP
AY253911.1 CABMV isolate SE1
KC777405.1 CABMV isolate GARCA-SP

{ JF427623.1 PWV isolate Buw-1
MG650164.1 EAPV strain AQ

{AV434454.1 CABMV strain CABMV-M3
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FIGURA 11. Analise evolutiva de sequéncias de CABMV, PWV e EAPV pelo método da
Maxima Verossimilhanca.

Os isolados CABMV-sjs01, CABMV-sjs02, CABMV-sjs03, CABMV-
tor01, CABMV-tor02 e CABMV-tor03 apresentaram menor distancia em relagao

aos isolados Alvinlandia-SP e Fernao-SP (Tabela 8).



TABELA 8. Estimativas de divergéncia evolutiva entre sequéncias.
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Acesso/Verséo, Organismo e Estirpe/lsolado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. KC777404.1_CABMV_isolate_Alvinlandia-SP 0,0000 0,0064 0,0063 0,0087 0,0148 0,0109 0,0148 0,0122 0,0122
2. KC777403.1_CABMV_isolate_Fernao-SP 0,0000 0,0064 0,0063 0,0087 0,0148 0,0109 0,0148 0,0122 0,0122
3. KC777401.1_CABMV_isolate_Adamatina-SP 0,0065 0,0065 0,0090 0,0061 0,0165 0,0107 0,0152 0,0136 0,0136
4. AY433950.1_CABMV_strain_CABMV-SP 0,0065 0,0065 0,0130 0,0109 0,0163 0,0132 0,0165 0,0142 0,0142
5. KC777402.1_CABMV_isolate_Jacupiranga-SP 0,0131 0,0131 0,0065 0,0197 0,0180 0,0121 0,0139 0,0124 0,0124
6. AY253911.1_CABMV _isolate_SE1 0,0334 0,0334 0,0404 0,0403 0,0475 0,0193 0,0223 0,0204 0,0204
7. KC777405.1_CABMV_isolate_ GARCA-SP 0,0197 0,0197 0,0195 0,0264 0,0262 0,0545 0,0160 0,0147 0,0147
8. AY434454.1_CABMV_strain_CABMV-M3 0,0331 0,0331 0,0335 0,0400 0,0267 0,0689 0,0337 0,0116 0,0116
9. AY505342.1_CABMV_strain_F-144 0,0263 0,0263 0,0330 0,0330 0,0263 0,0614 0,0332 0,0197 0,0000
10. AY433951.1_CABMV_strain_F-101 0,0263 0,0263 0,0330 0,0330 0,0263 0,0614 0,0332 0,0197 0,0000

11. AY433952.1_CABMV_strain_CABMV-M2 0,0330 0,0330 0,0399 0,0398 0,0331 0,0686 0,0400 0,0131 0,0065 0,0065
12. JF427623.1_PWV_isolate_BuW-1 0,7628 0,7628 0,7563 0,7465 0,7412 0,8419 0,7423 0,7716 0,7335 0,7335
13. MG650164.1_EAPV_strain_AO 0,7219 0,7219 0,7382 0,7387 0,7231 0,7679 0,7704 0,7637 0,7132 0,7132
14. CABMV-sjs01 0,0000 0,0000 0,0065 0,0065 0,0131 0,0334 0,0197 0,0331 0,0263 0,0263
15. CABMV-sjs02 0,0000 0,0000 0,0065 0,0065 0,0131 0,0334 0,0197 0,0331 0,0263 0,0263
16. CABMV-sjs03 0,0000 0,0000 0,0065 0,0065 0,0131 0,0334 0,0197 0,0331 0,0263 0,0263
17. CABMV-tor01 0,0000 0,0000 0,0065 0,0065 0,0131 0,0334 0,0197 0,0331 0,0263 0,0263
18. CABMV-tor02 0,0065 0,0065 0,0131 0,0131 0,0198 0,0405 0,0265 0,0401 0,0331 0,0331
19. CABMV-tor03 0,0130 0,0130 0,0197 0,0196 0,0264 0,0474 0,0332 0,0470 0,0399 0,0399
20. M76485.1_CTV 5,1902 5,1902 5,0428 5,2609 5,2378 5,9067 5,0840 5,3838 5,2693 5,2693
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Acesso/Verséao, Organismo e Estirpe/lsolado 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1. KC777404.1_CABMV_isolate_Alvinlandia-SP 0,0144 0,1137 0,1168 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0063 0,0087 1,2441
2. KC777403.1_CABMV_isolate_Fernao-SP 0,0144 0,1137 0,1168 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0063 0,0087 1,2441
3. KC777401.1_CABMV_isolate_Adamatina-SP 0,0159 0,1122 0,1188 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064 0,0090 0,0110 1,1912
4. AY433950.1_CABMV_strain_CABMV-SP 0,0162 0,117 0,177 0,0063 0,0063 0,0063 0,0063 0,0089 0,0107 1,2686
5. KC777402.1_CABMV_isolate_Jacupiranga-SP 0,0147 0,1109 0,1173 0,0087 0,0087 0,0087 0,0087 0,0109 0,0125 1,2650
6. AY253911.1_CABMV _isolate_SE1 0,0220 0,1281 0,1241 0,0148 0,0148 0,0148 0,0148 0,0166 0,0182 1,5383
7. KC777405.1_CABMV_isolate_ GARCA-SP 0,0169 0,124 0,1218 0,0109 0,0109 0,0109 0,0109 0,0127 0,0142 1,1925
8. AY434454.1_CABMV_strain_CABMV-M3 0,0088 0,1182 0,1243 0,0148 0,0148 0,0148 0,0148 0,0165 0,0173 1,3123
9. AY505342.1_CABMV_strain_F-144 0,0066 0,1121 0,1167 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122 0,0142 0,0146 1,2638
10. AY433951.1_CABMV_strain_F-101 0,0066 0,1121 0,1167 0,0122 0,0122 0,0122 0,0122 0,0142 0,0146 1,2638
11. AY433952.1_CABMV_strain_CABMV-M2 0,1149 0,1195 0,0144 0,0144 0,0144 0,0144 0,0163 0,0168 1,2859
12. JF427623.1_PWV_isolate_ BuW-1 0,7503 0,1280 0,1137 0,1137 0,1137 0,1137 0,1107 0,1139 1,5795
13. MG650164.1_EAPV_strain_AO 0,7299 0,8178 0,1168 0,1168 0,1168 0,1168 0,1123 0,1201 1,6682
14. CABMV-sjs01 0,0330 0,7628 0,7219 0,0000 0,0000 0,0000 0,0063 0,0087 1,2441
15. CABMV-sjs02 0,0330 0,7628 0,7219 0,0000 0,0000 0,0000 0,0063 0,0087 1,2441
16. CABMV-sjs03 0,0330 0,7628 0,7219 0,0000 0,0000 0,0000 0,0063 0,0087 1,2441
17. CABMV-tor01 0,0330 0,7628 0,7219 0,0000 0,0000 0,0000 0,0063 0,0087 1,2441
18. CABMV-tor02 0,0400 0,7451 0,7048 0,0065 0,0065 0,0065 0,0065 0,0108 1,2388
19. CABMV-tor03 0,0468 0,7729 0,7440 0,0130 0,0130 0,0130 0,0130 0,0197 1,2633
20. M76485.1_CTV 5,3247 5,9050 6,0956 5,1902 5,1902 5,1902 5,1902 5,1835 5,2316

"Numero de substituicdes de base por sitio entre sequéncias (abaixo da diagonal).
2Erro padrao obtido por procedimento de bootstrap com 1000 réplicas (acima da diagonal);
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4.8 Transmissao do virus por semente

Todos os frutos de maracuja com sintomas de EFM coletados em
pomar comercial para realizar o teste de transmissao do virus por sementes,
foram testados por RT-PCR em tempo real e foram positivos para o CABMV. Os
valores de Ct variaram de 22,94 a 31,36 (Figura 12 e Tabela 9). Os frutos
assintomaticos foram negativos para o CABMV. Apenas as sementes dos frutos
6, 8, 9 e 11 foram positivas para o CABMV, e os valores de Ct variaram de 30,28

a 37,02 (Tabela 9).
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FIGURA 12. Curvas de amplificacdo por RT-PCR em tempo real para a deteccdo do
CABMYV em frutos e sementes de maracuja.

As sementes dos diferentes frutos apresentaram percentuais de
germinagao, que variaram de 8% a 98%. Os frutos 7 e 10 foram os que
apresentaram os menores indices de germinacao, 55% e 8% respectivamente

(Tabela 9).
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TABELA 9. Resultados das analises de frutos, sementes e plantulas utilizados no ensaio
de transmissdo do CABMV por sementes de maracujazeiro.

Frutos Sintomas RT-PCR RT-PCR % Plantulas
(Ct/fruto) (Ct/semente) germinagao po;i_’lt_ij/s(s:gor
1 - Indet." Indet. 93 0
2 - Indet. Indet. NT? 0
3 - Indet. Indet. NT 0
4 + 29,21 Indet. 96 0
5 + 31,36 Indet. 98 0
6 + 29,81 35,77 95 0
7 + 24,46 Indet. 55 0
8 + 23,06 32,56 97 0
9 + 28,75 30,28 98 0
10 + 28,56 Indet. 8 0
11 + 22,94 37,02 98 0

" Indeterminado (curva de amplificagdo ausente);
2 Nao testado.

No total, germinaram 822 plantulas das 1.024 sementes procedentes
dos oito frutos com sintomas. As 822 plantulas foram coletadas e analisadas em
grupos de dez, totalizando 82 amostras compostas, que foram analisadas por
RT-PCR em tempo real pelo método direto de preparagdo de amostras.
Nenhuma das amostras compostas apresentou amplificagdo para o CABMV
(Tabela 9). Estes resultados refletem auséncia de evidéncia da transmissao do

CABMV por sementes de maracujazeiro-azedo.



5 DISCUSSAO

A histéria relata que a convivéncia com os virus ocorre desde as
primeiras civilizagdes e, mesmo antes que se pudesse suspeitar de sua natureza
biolégica como entidades capazes de parasitar os seres vivos, seus efeitos ja
eram observados na forma de interferéncias no funcionamento normal dos
organismos. Os virus sdo armas admiraveis de destruicdo massiva, um
paradigma de simplicidade biolégica que os situa na fronteira da vida (Murillo,
2016). Sao a causa frequente de doencgas de elevado impacto econémico e de
dificil controle, o que se deve a sua enorme capacidade de disseminacio e
adaptacado evolutiva (Murillo, 2016). No contexto agronémico, o0s virus
desempenham um papel importante como agentes causais de doengas em
vegetais. Eles ocupam o segundo lugar, superados apenas pelos fungos, como
patdégenos de maior importancia agricola, e sdo responsaveis por perdas
agrondmicas e econdmicas nos mais variados cultivos.

A globalizagao imp6s uma realidade ainda mais desafiadora, uma vez
que facilitou o fluxo de material propagativo, possibilitando a veiculagdo de
microrganismos e, consequentemente, a dispersado de patogenos de relevancia
agrondmica. Neste sentido, protocolos de detecgdo sdo essenciais para o

controle preventivo de doencgas, especialmente de viroses, uma vez que nao
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existem, até o presente momento, medidas curativas disponiveis para este grupo
de patégenos.

Atualmente, esta disponivel em bases de dados um numero
consideravel de sequéncias nucleotidicas e de aminoacidos de diferentes
proteinas dos mais diversos organismos, incluindo os virus. Devido a
disponibilidade destas informacdes, € possivel, mediante o uso de ferramentas
de bioinformatica, desenhar oligonucleotideos para a detec¢éo de patégenos por
meio de técnicas moleculares. Consequentemente, isso tem possibilitado, cada
vez mais, o desenvolvimento de novos protocolos de PCR em tempo real para a
detecgdo de virus de plantas (Boonham et al., 2014). Recentemente tem se
observado a preferéncia pela utilizagdo da PCR em tempo real em relagao a
PCR convencional. Isso se deve a uma série de vantagens da primeira, tais
como: a possibilidade de quantificagcdo em tempo real do patégeno na amostra,
a reducao do risco de contaminagao pela manipulacdo de amplicons e a nao
necessidade de se empregar eletroforese em gel de agarose, hibridizagao ou
deteccgao colorimétrica como analise do produto final da reagcdo. O método ainda
proporciona uma economia de reagentes e tempo, além de permitir estudos ao
longo do processo de detecgcdo, como a quantificagdo da populagédo-alvo
original, a detecgao de varias variantes de um patégeno ou mutagdes pontuais
em um gene (Lépez et al., 2009).

Neste trabalho foram desenhados iniciadores e sonda TagMan e foi
otimizado um protocolo de RT-PCR em tempo real para a detec¢do do CABMV,
agente causal do EFM no Brasil. As sequéncias de nucleotideos de CABMV
disponiveis no banco de dados do NCBI apresentaram alta identidade na regi&o

gendmica utilizada para o desenho dos oligonucleotideos, o que permitiu obter



47

iniciadores e uma sonda universal, isto €, capazes de amplificar todos os
isolados de CABMV cujas sequéncias ja foram depositadas nesta base de
dados. Os parametros que nortearam a escolha dos iniciadores foram aqueles
previamente definidos por Thornton & Basu (2011). O desenho dos iniciadores e
da sonda para o ensaio de RT-PCR em tempo real com sonda TagMan foi
realizado sob critérios especificos do software Primer Express.

A avaliagao da especificidade ocorreu em duas etapas, uma in silico
e a outra in vitro. Os testes demonstraram o funcionamento adequado dos
iniciadores e da sonda TagMan em ambas as etapas, nas quais apenas
sequéncias dos isolados de CABMV foram amplificadas e nenhuma sequéncia
das 19 espécies de virus testados in vitro apresentou sinal de amplificacao.
Osman et al. (2007) desenvolveram ensaios de RT-PCR em tempo real para a
deteccéao especifica de Grapevine leafroll associated viruses 1-5 e 9 (GLRaV-1-
5 e -9) e obtiveram resultados similares a este trabalho. Conforme estes autores,
a RT-PCR em tempo real com sonda TagMan n&o apenas foi mais sensivel que
a RT-PCR convencional, como também detectou isolados ndo detectados por
essa ultima técnica.

Dentre as vantagens de se utilizar a PCR em tempo real para a
deteccgdo de patogenos esta a possibilidade de combinar a técnica com métodos
diretos e simplificados de preparacao de amostras, os quais sao adaptados para
uso em larga escala devido a sua robustez, ao menor custo e aos riscos
reduzidos de contaminagcdo quando comparados com métodos onde é
necessaria a purificagdo de acidos nucleicos (Bertolini et al., 2014). Devido a sua
simplicidade, estes métodos diretos foram usados para processamento e

preparo de amostras para a detecgdo de patdgenos, incluindo virus, bactérias e
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fitoplasmas em espécies lenhosas para posteriores analises por PCR em tempo
real (Osman & Rowhani, 2006).

Neste trabalho foi comparado um método direto (diluigdo) com um
método que requer purificacdo do RNA total na deteccao do CABMV. Apesar dos
valores de Ct obtidos com o método direto serem mais altos (menor
sensibilidade), a eficiéncia obtida foi equiparada com a purificagédo de RNA total.
Isto porque as comparacdes em diluicbes seriadas mostraram a mesma
sensibilidade (mesmo limite de deteccao). Capote et al. (2009) realizaram um
estudo com métodos diretos de preparacao de amostras para a detecgao de PPV
por RT-PCR em tempo real. Na comparacédo de sensibilidade, a RT-PCR em
tempo real pelos métodos diretos (spot e diluigdo) apresentou menor
sensibilidade que pelo método de purificagdo do RNA total. Este resultado difere
daquele encontrado no presente trabalho, o que pode ser explicado pela
diferenca entre os kits de purificacdo de RNA total utilizados nos dois ensaios. E
importante considerar que Capote et al. (2009), ao analisar amostras de campo,
observou em 405 amostras, 196 verdadeiros positivos por purificacdo de RNA
total e 188 verdadeiros positivos por spot, obtendo, portanto, uma alta
concordancia entre os dois procedimentos. Acrescenta-se ainda que o numero
de falsos positivos foi maior por purificagdo de RNA, provavelmente devido a
contaminagdes, € o numero de falsos negativos foi maior por spot,
provavelmente pela menor sensibilidade. Teresani et al. (2014) também
compararam a sensibilidade da PCR em tempo real utilizando o método direto
(spot) e a purificagdo de DNA total para a detecgdo da bactéria ‘Candidatus
Liberibacter solanacearum’ e observaram que, apesar de a sensibilidade ser

maior com a purificacdo de DNA total, o método direto tinha eficiéncia similar ao
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analisar amostras naturalmente infectadas. Capote et al. (2009) observaram que
a utilizagao de extratos vegetais sem dilui¢cao inibia a amplificagéo por RT-PCR
em tempo real. A causa provavel para isto € a presenca na reacao de elevadas
quantidades de inibidores de origem vegetal, tais como polissacarideos e
compostos fendlicos que costumam ser eliminados durante a purificagao de RNA
total (Minsavage et al., 1994 apud Lépez et al., 2009; Hartung et al, 1996 apud
Lopez et al., 2009; Wilson, 1997 apud Lopez et al., 2009; Munford et al., 2006
apud Lépez et al., 2009).

No Brasil, uma técnica muito utilizada para a deteccdo do CABMV é
o PTA-ELISA com anticorpo policlonal especifico para o CABMV (Rodrigues et
al., 2016; Garcéz et al., 2015). O uso de anticorpos policlonais frequentemente
apresenta problemas de especificidade, embora o ELISA tenha revolucionado a
diagnose de doengas virais, tornando viavel a analise de grande numero de
amostras, simplificando a analise, por ser mais barato e, ainda assim, sendo
altamente sensivel, quando comparado com técnicas tradicionais (Lépez et al.,
2009; Kohler & Milstein, 1975 apud Lopez et al., 2009; Terrada et al., 2000 apud
Lopez et al., 2009). Outra limitagcdo da técnica PTA-ELISA na detecgdo do
CABMV ¢ a indisponibilidade de um antissoro comercial, 0 que restringe o0 uso
desta técnica a trabalhos académicos. Em contrapartida, a RT-PCR em tempo
real é a técnica “gold standard” para a detecgao precoce de patégenos, além de
ser uma ferramenta fundamental em laboratorios de pesquisa (Mirmajlessi et al.,
2015).

Neste trabalho foram comparadas as técnicas PTA-ELISA e RT-PCR
em tempo real para a deteccdo do CABMV em maracujazeiro. O ensaio de

sensibilidade demonstrou que a técnica RT-PCR em tempo real foi 100 vezes
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mais sensivel que a técnica PTA-ELISA. Estes resultados foram similares aos
obtidos por Capote et al. (2009) ao comparar as técnicas DASI-ELISA e RT-PCR
em tempo real usando métodos diretos de preparacdo de amostras na detecgao
do PPV em Prunus. Além disso, a RT-PCR em tempo real usando purificacdo do
RNA total, foi 100.000 vezes mais sensivel que a técnica DASI-ELISA.

O indice Kappa de Cohen, utilizado para medir a concordancia entre
as duas técnicas (RT-PCR em tempo real e PTA-ELISA), foi calculado em 0,7664
e classificado como “substancial’. indices similares foram obtidos por Capote et
al. (2009), Vidal et al. (2012) e Bertolini et al. (2014) na comparagao entre RT-
PCR em tempo real, usando métodos diretos de preparacdo de amostras, e
outras técnicas de deteccao, validando-se os protocolos desenvolvidos. Isso
indica a adequacao do protocolo de RT-PCR em tempo real usando a diluicao
como método direto de preparo de amostras para a detec¢gao do CABMV.

O protocolo de RT-PCR em tempo real desenvolvido foi usado para
avaliar a incidéncia do CABMV em pomares de maracujazeiro-azedo nos
municipios de Araquari (SC), Sao Joao do Sul (SC) e Torres (RS). Em Sao Joao
do Sul, a incidéncia inicial foi de 6%, enquanto em Araquari e em Torres, a
incidéncia inicial foi de 0%. Esta diferenca se deve basicamente a condigéo de
produ¢cdo das mudas adquiridas pelos produtores de Sdo Jodo do Sul. A
auséncia de tela antiafidica e a proximidade com plantagdes de maracuja
levaram a infecgdo de algumas mudas, que ao serem levadas a campo, serviram
de fonte de in6culo do virus para plantas sadias. A dispersédo do CABMV ocorreu
de forma rapida no pomar de S&o Joao do Sul. Quatro meses apos o plantio (em
dezembro), cerca de 50% das plantas ja haviam sido infectadas pelo virus,

enquanto em Torres a incidéncia era inferior a 20%. No quinto més apds o
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plantio, 100% das plantas ja estavam infectadas pelo CABMV em Sao Joao do
Sul. Ja em Torres, somente oito meses (em abril) apds o plantio, a incidéncia
alcangou 100%.

Rodrigues et al. (2016) relataram que em S&o Paulo, em pomar
estabelecido com mudas de 80 cm de altura, isentas de CABMV, somente apds,
aproximadamente, sete meses a incidéncia atingiu 50%, e, depois de, cerca de
13 meses atingiu 100%. Segundo Rodrigues et al. (2016), a expressdao dos
sintomas da virose ocorre com atraso em relacdo ao momento em que
normalmente é realizada a primeira deteccdo do virus na planta. Estes
resultados sugerem que o uso de mudas infectadas no plantio € um fator
determinante para a rapida dispersao do virus e que, quanto mais tarde ocorrer
ainfecgao primaria, menor sera o impacto da doenca na producgao e na qualidade
dos frutos.

Em Araquari, apesar de terem sido relatados sintomas similares aos
do EFM, o virus ndo foi detectado nas plantas analisadas através do protocolo
desenvolvido. E possivel que os sintomas observados tenham sido confundidos
com outra doenca ou deficiéncia nutricional. A ndo deteccdo do CABMV em
Araquari pode ser indicio de que ha menos fontes do virus na regido estudada,
0 que encontra respaldo na recente retomada do plantio de maracuja no
municipio. Praticas como a renovagao anual do plantio e o vazio sanitario devem
ser vistas como estratégicas para reduzir o indculo do virus de uma safra para a
outra.

Amostras do CABMYV obtidas em Sao Jo&o do Sul e em Torres foram
amplificadas por RT-PCR, purificadas e sequenciadas. As sequéncias obtidas

foram analisadas computacionalmente e revelaram existir alta identidade de
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nucleotideos do gene da proteina capsidial entre os isolados de CABMV do Rio
Grande do Sul e de Santa Catarina e isolados de CABMV de Sao Paulo (acima
de 99%), bem acima do limite estabelecido para demarcacao de espécie do
género Potyvirus (entre 76% e 77%) (Adams et al., 2005).

Os isolados CABMV-sjs e CABMV-tor sdo mais proximos dos isolados
Alvinlandia-SP e Fernao-SP e mais distantes de isolados de PWV e EAPV
(Figura 12). Nascimento et al. (2004 e 2006) também observaram o agrupamento
entre isolados de CABMV de maracuja, sendo estes mais distantes de isolados
de PWV. Considerando-se o histérico de ocorréncia da doenca no Brasil, é
possivel que o virus encontrado atualmente nos litorais norte do RS e no sul de
SC tenha origem em Sao Paulo, e que tenha se estabelecido primeiramente em
territorio catarinense, trazido em mudas infectadas, posteriormente chegando ao
territério gaucho através de insetos vetores.

No ensaio de avaliagao da transmissao do CABMV por sementes de
maracujazeiro, ndo houve evidéncias desse tipo de transmissao. Todos os frutos
com sintomas foram positivos na indexagem, e sementes de quatro deles
também apresentaram amplificagdes em RT-PCR em tempo real, comprovando
a presenca do virus nestes materiais. Porém, em mais de 800 plantulas
analisadas, em nenhum caso foi detectada a presenga do virus.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com relatos de
Taylor & Greber (1973) apud Narita et al. (2011), Inoue (1995) e Narita et al.
(2011) que também realizaram estudos de transmissibilidade do CABMV por
sementes de maracuja. Embora haja diferengas metodoldgicas, todos os
trabalhos sdo unanimes quanto a n&o transmissibilidade do virus por esta via.

Entretanto, por ter se verificado que o CABMV é transmitido através de sementes
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de feijoeiro caupi a uma taxa de 5% (Damiri et al., 2013), optou-se por reavaliar
este aspecto da epidemiologia.

Segundo Sastry (2013), nem sempre a presencga do virus na semente
(seja na capa, cotilédones ou embrido) levara a infecgdo de plantulas. E aceito,
de modo comum, que, para haver verdadeira transmissao por sementes, o virus
deve entrar e sobreviver no embrido. De acordo com Sastry (2013), existem duas
razoes para haver falha na transmissao por sementes: inabilidade do virus em
infectar o embrido e inabilidade do virus em sobreviver no embrido. A inabilidade
do virus para infectar o embrido pode ser devida a descontinuidade
protoplasmatica, o que impediria a translocacio do virus dos tecidos maternos
adjacentes para os 6vulos em desenvolvimento. Outra possibilidade é a de que
0 virus nado se multiplicaria no embrido, local de atividade metabdlica muito
intensa e, assim, provavelmente o virus seria inativado por citocininas naturais.
Ha também que se considerar a propria resisténcia dos gametas a infecgao por
virus (Sastry, 2013). Ja a inabilidade do virus para sobreviver no embrido pode
ser devida ao processo de dessecacdo pelo qual passa a semente até sua
maturacgao fisioldgica (Sastry, 2013).

A presencga ou auséncia do virus nao parece ter afetado a germinagao
das sementes. De fato, as menores taxas de germinagao ocorreram em lotes de
sementes testadas negativas para o virus. Uma possivel explicagdo para as
menores taxas de germinagao das sementes dos frutos 7 e 10 € que estes eram
os frutos com menor indice de maturacao fisiologica.

As estratégias propostas por Berger (1977), tais como, a eliminagéo
ou a redugao do inéculo inicial ou o atraso em seu aparecimento, a diminuigao

da taxa de desenvolvimento da doenca e o encurtamento do periodo de
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exposicao da cultura ao patégeno sao adequadas a quase todos os tipos de
doencas infecciosas e devem ser aplicadas também no enfrentamento do EFM.
Neste sentido, o uso de mudas sadias de 80 cm de altura produzidas sob telado
anti-afideos (Rodrigues et al., 2016) e a proibicdo do plantio de espécies do
género Passiflora em determinadas épocas (Petry et al., 2022) associada a
eliminacao de hospedeiros alternativos e ao “roguing” (Spadotti et al., 2019) séo
medidas indispensaveis para reduzir o inéculo inicial (y0), retardar a infecgao
primaria e, consequentemente, o desenvolvimento da epidemia, implicando
menor incidéncia nos primeiros meses de cultivo, conforme demonstrado no
levantamento realizado e menor severidade da doenca em fases mais
avancgadas do ciclo (Rodrigues et al., 2016). Considerando que, apés trés dias
da infecgao, as plantas ja atuam como fonte de indculo e, somente aos oito dias,
passam a expressar 0s primeiros sintomas da doenca (Spadotti et al., 2019),
possivelmente se obtenha uma definicdo de forma mais agil para a tomada de
decisdo em relacdo a necessidade de erradicagdao de plantas infectadas
adotando o protocolo de deteccdo desenvolvido neste trabalho, o qual se
mostrou mais sensivel que a técnica PTA-ELISA na detec¢ao do CABMV em
maracujazeiro-azedo. As curvas obtidas com base na proporgao entre plantas
infectadas e total de plantas, isto €, a taxa média de infec¢do (r), remetem a
forma de um “J” ou exponencial, que é tipica de doencas policiclicas, conforme
descrito por Vanderplank (1963) e demonstrado por Spadotti et al. (2019)
especificamente em relagdo ao CABMV. Tal qual sugerem Fisher & Rezende
(2018), medidas de controle que visem a redugdo de r, por exemplo, a
pulverizagdo de partes aéreas da planta, a resisténcia horizontal e a

premunizagdo biolégica ou quimica podem apresentar um desempenho mais
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satisfatério em relacédo aos demais métodos de controle. Moritz et al. (2021)
demonstram que a pulverizagao de partes aéreas da planta com 6leos vegetais
reduz a aquisicdo do CABMV por A. gossypii Glover, afideo predominante em
pomares estudados em Santa Rosa do Sul (SC) e Torres (RS) e,
consequentemente, a transmissdo do virus as plantas. Silva et al. (2016)
observaram redugao na severidade e na expressdao de sintomas do EFM e
aumento de peroxidase e polifenoloxidase, proteinas relacionadas a patogénese
(PRs), ap6s aplicagao de acido salicilico, conhecido indutor de resisténcia. Nos
ultimos anos, foram obtidos avangcos na identificacdo de gendtipos de
maracujazeiro resistentes ao CABMV, inclusive, da espécie Passiflora edulis
(Gongalves et al., 2017) e de hibridos interespecificos de P. edulis e P. setaceae
(Santos et al., 2015). Gongalves et al. (2017) consideraram resistentes os
genotipos BGP014, BGP112, BGP134, BGP143, BGP152, BGP170, BGP238,
BGP077 e BGP413 pertencentes as espécies Passiflora suberosa, P.
malacophylla, P. setacea e P. cincinnata, para os quais o indice médio da doenga
observado aos 55 dias apds a inoculagao artificial foi de 0%, tendo estes,
potencial para uso em programas de melhoramento convencional ou molecular.
Ja o gendtipo BGP188 pertencente a espécie P. edulis apresentou indice igual
a 0,56% apds o mesmo periodo de observagédo. Santos et al. (2015), por sua
vez, selecionaram 25 gendtipos resistentes de hibridos interespecificos de
Passiflora edulis e P. setacea H1 (1), H1 (8), H1 (20), H2 (2), H2 (18), H2 (20),
H3 (9), H3 (10), H3 (11), H4 (2), H4 (9), H5 (1), H5 (12), H5 (14), H5 (21), H6 (6),
H6 (27), H7 (11), H7 (12), H8 (13), H8 (47), H8 (55), HI (11), H9 (56) e HI (57),
além de trés progenitores P. setacea Ps (4), Ps (365) e Ps (367), utilizando como

parametro a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) e
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confirmando a infecgdo através de PTA-ELISA com antissoro especifico. Os
valores estimados de herdabilidade (0,99) e acuracia (0,99) permitem inferir que
aresisténcia ao CABMV dentro da populacao avaliada era altamente hereditaria,
permitindo alta eficiéncia seletiva (Santos et al., 2015). Tentativas prévias de
premunizacao com estirpes fracas do virus nao tiveram éxito devido a provavel
baixa concentragdo e distribuicdo irregular nas folhas das plantas. Isso cria
condicdes propicias para o desenvolvimento de estirpes mais fortes do virus,
como destacado por Novaes & Rezende (2003) e Maia et al. (2017). Os
resultados deste estudo tém implicagdes importantes no desenvolvimento de
estratégias de manejo e reducdo das perdas causadas pelo CABMV. Ao
compreender melhor a incidéncia, distribuicdo e caracteristicas genéticas do
virus, os agricultores e pesquisadores podem tomar medidas mais eficazes para
controlar a disseminagdo e minimizar o impacto do CABMV na producdo de

maracuja.



6 CONCLUSOES

Os iniciadores e sonda TagMan desenvolvidos se mostraram
especificos para a deteccédo do CABMV.

A técnica RT-PCR em tempo real foi otimizada, empregando-se a
diluicdo do extrato vegetal como método direto de preparo de amostras.

O protocolo de RT-PCR em tempo real desenvolvido foi mais sensivel
que a técnica PTA-ELISA para a deteccdo do CABMV.

A concordancia entre o protocolo de RT-PCR em tempo real
desenvolvido e a técnica PTA-ELISA na deteccdo do CABMV foi alta.

Os isolados CABMV-sjs e CABMV-tor sao mais préximos
evolutivamente dos isolados Alvinlandia-SP e Fernao-SP e s&o distantes dos
virus PWV e EAPV.

No pomar onde o virus ocorreu precocemente, a incidéncia alcangou
nivel maximo ainda no inicio do ciclo da cultura.

N&o ha evidéncias de transmissdo do CABMV através de sementes

de maracujazeiro, embora o virus tenha sido detectado na semente.
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