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HELL, M. V. Identificacdo de potenciais plantas hospedeiras do complexo de
virus da meleira do mamoeiro (PMeV e PMeV2). 2020. 39f. Dissertacao (Mestradr
em Biotecnologia) — Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia, UFES, Espirits
Santo. Brasil.

RESUMO

A cultura do mamoeiro (Carica papaya L.) tem expressiva participacdo na producéo
nacional da fruticultura, sendo a terceira fruta mais consumida no Pais. Uma das
principais doencas que afeta as plantacbes de mamé&o no Brasil € a meleira,
causada pelo complexo viral papaya meleira virus (PMeV) e papaya meleira virus 2
(PMeV2). Até entdo, a melhor estratégia disponivel para controlar a doenca é
erradicacao de plantas infectadas. Entretanto, acredita-se que o virus seja capaz de
permanecer em espécies secundarias, como as plantas invasoras e consorciadas. A
identificacdo de plantas-modelo hospedeira do complexo PMeV visa proporcionar
avancos no estudo da interacdo virus-planta. Deste modo, o objetivo deste trabalho
foi identificar plantas hospedeiras do complexo viral. Oito espécies de plantas
(Citrullus lanatus, Cucurbita moschata, Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum,
Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, Momordica charantia e Carica papaya) foram
inoculadas, mecanicamente, por acdo abrasiva e injecdo no apice caulinar, com
in6culo obtido a partir de latex de plantas de mamoeiro infectadas, com quatro
repeticbes. Adicionalmente em C. papaya foi realizada também a inoculagdo com o
corte da folha. Foram coletadas amostras antes da inoculacéo e aos 15, 30 e 45
dias apds a inoculagéo para a indexacao por RT-PCR. Aos 15, 30 e 45 dias apoés a
inoculacdo realizou-se a avaliagdo visual das plantas, para sintomas locais e
sistémicos. As espécies C. lanatus, C. moschata e N. benthamiana mostraram-se
positivas para a presenca do PMeV e PMeV2 na reacédo de RT-PCR. Aos 30 dias, as
plantas de C. lanatus e C. moschata apresentaram lesées na margem das folhas e
N. benthamiana exibiu sintomas de clorose entre as nervuras. N&o houve diferenca
entre os métodos de inoculacdo nas plantas de C. papaya. Esta é a primeira vez que
se confirmaram plantas hospedeiras para os virus PMeV e PMeV2, o que viabiliza
novas possibilidades de investigacdo da interacdo planta virus em condigbes

controladas e estabelecer novas estratégias de manejo da doenca.

Palavras Chave: Carica papaya, Virus; Hospedeiro.



HELL, M. V. DETECTION OF POTENTIAL HOST PLANTS OF THE PAPAYA
STICKY DISEASE VIRUSES COMPLEX (PMeV E PMeV-2) 2020. 36f. Dissertation
(Master in Biotechnology) - Graduate Program in Biotechnology, UFES, Espirito
Santo. Brazil.

ABSTRACT

The papaya culture (Carica papaya L.) has an expressive participation in the national
fruit production, being the third most consumed fruit in the country. One of the main
diseases that affects papaya plantations in Brazil is the papaya sticky disease,
caused by the viral complex papaya meleira virus (PMeV) and papaya meleira virus 2
(PMeV2). Until then, the best strategy available to control the disease is to eradicate
infected plants. However, it is believed that the virus is able to remain in secondary
species, such as invasive and intercropped plants. The identification of model host
plants of the PMeV complex aims to provide advances in the study of virus-plant
interaction. Thus, the objective of this work was to identify host plants of the viral
complex. Eight species of plants (Citrullus lanatus, Cucurbita moschata, Nicotiana
benthamiana, Nicotiana tabacum, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, Momordica
charantia and Carica papaya) were inoculated, mechanically, by abrasive action and
injection in the stem apex, with inoculum obtained from latex of infected papaya
plants, with four replications. Additionally, in C. papaya, the inoculation was also
performed with the leaf cut. Samples were collected before inoculation and at 15, 30
and 45 days after inoculation for indexing by RT-PCR. At 15, 30 and 45 days after
inoculation, a visual assessment of the plants was performed, for local and systemic
symptoms. The species C. lanatus, C. moschata and N. benthamiana were positive
for the presence of PMeV and PMeV2 in the RT-PCR reaction. At 30 days, the plants
of C. lanatus and C. moschata showed lesions in the leaf margin and N.
benthamiana exhibited symptoms of chlorosis between the veins. There was no
difference between the inoculation methods in the plants of C. papaya. This is the
first time that host plants for the PMeV and PMeV2 viruses have been confirmed,
which enables new possibilities for investigating the plant virus interaction under
controlled conditions and establishing new disease management strategies.

Keywords: Carica papaya; Virus; Papaya sticky disease. Alternative hosts.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados da FAO (2021), em 2019 o Brasil foi o terceiro maior produtor

mundial de mamé&o,com producédo superior a 1 milhdo de toneladas.

No Brasil a cultura tem significativa participacdo na producéao nacional da fruticultura.
Sendo a terceira fruta mais consumida no Pais, possui grande relevancia econémica

e social, principalmente na geracédo de emprego e renda (BARBOSA, 2012).

O mamaéo destaca-se, dentre os frutos tropicais produzidos no Brasil, ocupando a
sexta posicao na pauta de exportagdes, em 2018 alcangando uma receita total de
US$ 50 milhdes (SECEX/MDIC, 2018). O Brasil € o terceiro maior produtor mundial
de mamao, com mais de 1,161 milhdes de toneladas, produzidas em mais de 27,5
mil ha, concentrando-se essa producdo nos estados do Espirito Santo, Bahia e Rio
Grande do Norte (IBGE, 2018). Atualmente, o cultivo de mam&o ocorre na maioria
dos estados brasileiros, mas é na Bahia e Estado do Espirito Santo onde esta mais

concentrada, juntos respondem com 65,2% da producao brasileira (IBGE, 2018).

Entretanto, a cultura sofre perdas devido a fatores abioticos e bidticos. Alguns
fatores limitam a producdo de mamao, acarretando severas perdas na producao,
comercializacdo e exportacdo de frutos in natura. Dentre os fatores bi6ticos destaca-
se a meleira do mamoeiro que pode promover perdas de até 70 % da producdo. A
meleira do mamoeiro, tem como agente causal o complexo viral formado por papaya
meleira virus (PMeV) e papaya meleira virus 2 (PMeV2) (ANTUNES et al ., 2016;
VENTURA et al ., 2003).

1.1 MELEIRA DO MAMOEIRO

A meleira é uma doencga que provoca a exsudagdo espontanea de latex aquoso e
fluido nos frutos, em consequéncia da ruptura dos laticiferos pelo aumento da
turgéncia. Também sdo observadas alteracdes morfoldgicas do latex derivadas da
presenca do patogeno (VENTURA, et al., 2004; RODRIGUES et al., 2009).



A exsudagcdo pode ocorrer também na extremidade de folhas novas,
independentemente da idade das plantas. Os frutos doentes apresentam sabor e
consisténcia da polpa alterada, tornando-se indteis para o consumo in natura
(VENTURA, et al., 2004).

No inicio a doenca foi associada a um desequilibrio na absor¢édo de calcio ou boro,
decorrente de estresse hidrico ou desbalanceamento desses elementos no solo
(NAKAGAWA et al., 1987). Além dos fatores abiodticos, foi sugerido o envolvimento
de microorganismos na inducdo dos sintomas da meleira, apds o isolamento de
bactérias do género Bartonellla a partir de plantas doentes (AKIBA, 1989). A
patogenicidade dessas bactérias, entretanto, ndo foi comprovada. Posteriormente,
com a maior compreensdo da sintomatologia da doenca, verificou-se que 45 dias
apos a inoculacao de latex infectado, plantas inicialmente sadias apresentavam o0s
primeiros sintomas da meleira sugerindo que o agente causador da doenca
estivesse presente no latex das plantas (RODRIGUES et al., 1989; VENTURA et al .,
2001).

1.2 ETIOLOGIA DA MELEIRA

A andlise do latex de plantas doentes indicou a presenca de particulas isométricas
de aproximadamente 42 nm de didmetro, que foram visualizadas em células de
laticiferos e fortemente aderidas a polimeros do latex de planta doentes (KITAJIMA
et al ., 1993). Neste mesmo trabalho foi proposto que um virus seria 0 agente
causador da meleira. Finalmente, a etiologia viral da doenca foi confirmada apos
purificacdo das particulas isométricas presentes no latex, seguida de inoculacdo das
particulas virais em mamoeiros sadios, que se tornaram doentes (MACIEL-
ZAMBOLIM et al., 2003).

A sequéncia completa de um isolado de PMeV coletado no estado do Rio Grande do
Norte foi relatada por Abreu et al, 2015b. A analise in silico do genoma de 8,7 kb
revelou que a sequéncia de aminoacidos deduzida do PMeV ORF2 contém os
dominios conservados caracteristicos de RdRps de membros dos géneros

Luteovirus, Totivirus e Rotavirus.



Recentemente, um estudo realizado no Nucleo de Biotecnologia da Ufes, Brasil,
mostrou que a doenca decorre de uma dupla infeccdo com PMeV, o primeiro virus
identificado e relatado, relacionado a membros da familia Totiviridae, e um segundo
virus, papaya meleira virus 2 (PMeV2), relacionado com membros do género
Umbravirus e que possui um genoma de RNA fita simples (ssRNA) de
aproximadamente 4,5 kb (ANTUNES et al., 2016).

Antunes et al., 2016 constataram que a presenca dos dois virus associados levam a
manifestagdo da doencga meleira do mamoeiro, formando um complexo viral. O
dsRNA de aproximadamente 10 kb possui duas possiveis fases de leitura aberta
(ORFs, do inglés open reading frame) com similaridade aos membros da familia
Totiviridae. A ORF1 do PMeV codificou para proteina capsidial (CP, do inglés capsid
protein) enquanto que a ORF2 codificou para RNAs polimerase dependentes de
RNA (RdRp, 34 do inglés RNA-dependent RNA polymerase) (ABREU et al., 2015;
ANTUNES et al, 2016). O segundo fragmento de aproximadamente 4,5 kb
corresponde a um virus de RNA fita simples (ssRNA) relacionado a espécies do
género Umbravirus, denominado de papaya meleira virus 2 (PMeV2). Este possui
duas ORFs: ORF1 codifica uma proteina hipotética e a ORF2 codifica uma RdRp
putativa (ANTUNES et al., 2016). Em plantas com dupla infeccéo, a CP sintetizada
pelo PMeV é capaz de encapsidar o proprio genoma de dsRNA bem como
transencapsidar o sSRNA do PMeV2 (ANTUNES et al ., 2016).

Evidéncias indicam que o PMeV pode ser um virus endoéfito em C. papaya pois o
dsRNA foi detectado em todas as plantas analisadas, sintomaticas ou
assintoméaticas. Contudo, somente as plantas sintomaticas foram infectadas pelo
PMeV2 sugerindo que, em infeccdo simples, o PMeV pode agir como virus enddfito
e nao induzir sintomas de meleira (ABREU et al., 2015a; ANTUNES et al., 2016).

1.3 TRANSMISSAO MECANICA DO PMEV

As etapas de transmissao das viroses em plantas podem ser compreendidas em
trés processos: 1) aquisicao, a partir de uma fonte de in6culo, 2) transporte até um

hospedeiro compativel, e 3) inoculagéo do virus neste hospedeiro. A fonte de indculo



do PMeV é obtida pelo latex de mamoeiros com meleira, j& que nele o virus
encontra-se em alta concentracédo (KITAJIMA et al., 1993; ZAMBOLIM et al., 2003).

A transmissdo mecanica dos virus associados a meleira pode ocorrer com eficiéncia,
injetando o latex de plantas doentes nos 4pices de caules de mamoeiros sadios,
com sintomas da doenca aparecendo aproximadamente 45 dias ap6s a inoculacao;
no entanto, a transmissdo mecanica por friccdo com o latex nao foi eficiente
(VENTURA et al ., 2004; RODRIGUES et al ., 2009).

Observagbes de campo demonstram que o0s mamoeiros infectados pelo PMeV
apresentam distribuicdo agregada na plantacdo, ao longo das linhas de plantio,
sugerindo que a transmissdo do virus também ocorra durante os tratos culturais,
através de ferimentos nas plantas seguidos de inoculacdo de latex infectado
(VENTURA et al., 2003). Estes ferimentos podem ser provocados, por exemplo,
durante os procedimentos de desbaste de brotos e raleio de frutos, com o uso de
ferramentas de corte ou através do movimento de tratores durante a colheita, que,

por abrasao, causa lesdes nas folhas das plantas.

1.4 PLANTAS HOSPEDEIRO DE VIRUS

O controle das doencas virais em plantas depende da eliminacdo das fontes de
in6culo e da limitacdo da multiplicacdo do indculo e dispersédo. Portanto, o
conhecimento da biologia do virus da planta, particularmente fontes de in6culo e
sobrevivéncia na auséncia da colheita, € essencial para a implementacdo de
estratégias de controle eficientes (SACRISTAN et al ., 2004). Para virus transmitidos
com persisténcia, reservatérios e fontes de in6culo podem estar proximas ou nao
das areas de cultivo. No entanto, os hospedeiros alternativos podem ocasionar
multiplas pressdes de selecdo sobre o patdégeno, levando a uma especializagcdo em
uma ou poucas espécies de plantas ou adaptando-se para sobreviver em muitas
espécies de plantas, evoluindo em uma ampla variedade de hospedeiros e

mantendo uma diversidade populacional mais ampla (DAWSON; HILF, 1992).

Nicotiana benthamiana € o modelo de hospedeiro experimental mais utilizado em

virologia vegetal, devido principalmente ao grande numero de virus que podem



infecta-la, além disso, estd ganhando popularidade na biologia vegetal por ser
geneticamente transformada e regenerada facilmente, passivel de métodos faceis
para silenciamento de genes induzidos por virus e expressao transitoria de proteinas
(GOODIN et al., 2008).

Os virus de plantas vém sendo amplamente investigados com o intuito de conhecer
seus mecanismos de infeccdo e suas interagdes com 0s hospedeiros e assim
desenvolver novas estratégias de manejo e controle que sejam eficazes e
economicamente viaveis (GOTTULA; FUCHS, 2009).

Mesmo que a evolucdo favoreca uma especifica gama de hospedeiro, a capacidade
de infectar diferentes hospedeiros fornece ao patdgeno mais oportunidades de

transmissao e sobrevivéncia (MALPICA et al., 2006).

1.5 HOSPEDEIROS DO PMeV

Ha poucas informacdes sobre hospedeiros alternativos do patdégeno e epidemiologia
da doenca. Estudos anteriores para determinar a gama de hospedeiros da meleira,
mostrou a presenca de dsRNA do virus em amostras de Urocloa decumben (Sin.:
Brachiaria decumbens) porém nenhum sintoma foi observado neste hospedeiro
(BARBOSA et al., 1999).

Através da inoculacdo mecanica de latex coletado a partir de plantas de mamoeiro
infectadas, 47 diferentes espécies vegetais foram avaliadas quanto a
susceptibilidade ao PMeV: Acanthospermum hispidum, Amaranthus deflexus, Bidens
pilosa, B. decumbens, Canavalia ensiformis, Capsicum annum, C. papaya, Cenchrus
echinatus, Chamaesyce hirta, Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Commelina
benghalensis, Cucumis sativus, C. anguria, Cucurbita pepo, Datura stramonium,
Emilia sonchifolia, Euphorbia heterophylla, Galinsoga ciliata, Gomphrena globosa,
Glycine max, Helianthus annuus, Hibiscus esculetus, I[pomoea acuminata, |. setosa,
Lactuca sativa, Leonotis nepetaefolia, Leonurus sibiricus, Lycopersicon esculentum,
Nicotiana tabacum, N. glutinosa, N. benthamiana, Panicum maximum, Phaseolus
vulgaris, Pisum sativum, Portulaca oleracea, Raphanus segetum, Ricinus communis,

Senna obtusifolia, Sida rhombifolia, Solanum americanum, Sonchus oleraceus,



Stilozobium sp., Vicia faba, Vigna sinemsis e V. unguiculata (ZAMBOLIM et al .,
2003). Entre estas espécies, apenas C. papaya e B. decumbens (Sin.: Urocloa
decumbens) apresentaram o dsRNA do PMeV, confirmando os resultados descritos

por Barbosa e outros (1999).

Mais recentemente, as gramineas Urocloa decumbens e Pennisetum clandesinum
foram inoculadas com o latex infectado. Através da PCR convencional foi detectada
a presenca do PMeV em folhas localizadas na regidao basal e apical nas duas
gramineas, que mostraram-se suscetiveis ao virus pela injecao de latex desde os 15
dias apds da inoculagdo. A distribuicdo do virus em diferentes partes da planta foi
analisadas, porem ndo observou-se aparecimento de sintomas em nenhum tempo
de avaliacdo (BENAVIDES et al., 2015).

Posteriormente mudas de melancia (Citrullus lanatus) foram inoculadas com latex de
mamao infectado com uma variante mexicana de PMeV (PMeV-Mx), e a infeccao foi
confirmada por transcricdo reversa, onde por volta de 10 a 12 dpi, foram observadas
lesdes necréticas no bordas das folhas (GARCIA-CAMARA et al ., 2017).

1.6 DETECCAO DOS VIRUS

O diagnéstico do complexo PMeV é de grande importancia para o controle da
doenca, principalmente para a reducdo das fontes de indculo, pois até agora nao
existem variedades conhecidas de mamao resistente ao complexo PMeV

Métodos moleculares foram desenvolvidos e descritos para deteccdo de virus.
Inicialmente foram desenvolvidos dois métodos para o diagndstico da doenca, com
base na extracao de acidos nucléicos do latex de mamao infectado e na visualizacdo
do dsRNA em gel de agarose a 1% (p/v). Esses métodos sao rapidos, faceis,
baratos e permitem a analise de um grande nimero de amostras simultaneamente.
Além disso, eles exigem entre 350 e 500 pL de latex de mamao (TAVARES et al.,
2004). Entretanto, em comparacdo com métodos moleculares, requererem grandes
guantidades de latex e uma alta concentracao do virus, tornam-se inadequados para
a deteccdo nos estagios iniciais da infeccdo ou quando apenas uma pequena

quantidade do material vegetal esta disponivel (ABREU et al., 2015a).



Araujo et al., (2007) desenvolveram um método baseado na transcricdo reversa da
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), que oferece vantagens sobre os
meétodos de deteccao e diagnostico anteriores, uma vez que requer apenas 1 ug de
acido nucleico extraido do latex. Entre as vantagens desse método estdo sua
velocidade, sensibilidade e capacidade de analisar um grande nimero de amostras.
Um método ainda mais sensivel para a deteccdo do virus por meio da RT-PCR em
tempo real, foi desenvolvido por Abreu et al.,, (2012), o que permite maior
sensibilidade a baixa titulacdo do virus em plantas doentes, bem como a

quantificacdo e andlise simultdneas de um grande nimero de amostras.

Apods o completo sequenciamento do dsRNA e ssRNA extraido a partir de latex de
plantas sintomaticas ao complexo PMeV, novos oligonucleotideos foram
desenhados possibilitando a deteccdo em plantas sintomaticas e assintométicas
(ANTUNES et al.,, 2016). Recentemente uma nova metodologia de diagnostico,
multiplex RT-PCR foi desenvolvida capaz de detectar os dois virus associados a
meleira em uma Unica reacdo, diminuindo os custos e tempo dispensados no
processo de diagnostico (MAURASTONI et al., 2020).



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e identificar espécies de plantas potencialmente hospedeiras do complexo

viral PMeV e PMeV2 associados a meleira do mamoeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar por meio de dois métodos de inoculacdo plantas potencialmente
hospedeiras do PMeV e PMeV2.

e Detectar a presenca do PMeV e PMeV2 em plantas inoculadas.

e Observar o0s sintomas provocados pela inoculacdo mecéanica de latex

infectado nas espécies avaliadas.
e Relacionar a presenca dos sintomas a infec¢éo pelo PMeV e PMeV2.

e Comparar métodos de inoculacdo do complexo PMeV em C. papaya



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e no laboratério de
Biotecnologia Aplicada ao Agronegdécio do Nucleo de Biotecnologia da Universidade
Federal do Espirito Santo, em Vitoria-ES, no periodo de julho de 2019 a janeiro de
2020. A incidéncia de plantas infectadas foi determinada com base na porcentagem

de plantas inoculadas e plantas positivas.

3.1 OBTENCAO DE PLANTAS INOCULADAS

Foram utilizadas plantas de 4 Familias (Caricaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae e
Solanaceae) selecionando-se as especies Citrullus lanatus, Cucurbita moschata,
Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata,
Momordica charantia e Carica papaya como controle positivo. Para espécie foram
cultivadas cinco plantas em vasos separados. As plantas foram cultivadas em vasos
contendo mistura de subtrato organico com terra de subsolo na proporcédo de 1:2,
respectivamente. A irrigacdo foi fornecida diariamente no periodo da manhad e a
noite. O fotoperiodo foi mantido em condic¢des naturais.

3.2 INOCULO E INOCULACAO

Amostras de latex de mamoeiros com sintomas tipicos de meleira foram coletadas
em Sooretama, Espirito Santo (ES), Brasil. O latex foi coletado a partir de cada
planta usando uma lamina de bisturi esterilizado e diluido (1:1, v/v) em tampéao
citrato de sédio 0,1 M pH 5,0 (RODRIGUES et al ., 2005). A confirmacdo de que o
latex estava infectado foi realizada pelo mesmo método utilizado no diagndstico das

amostras.

As mudas com aproximadamente quatro pares de folhas foram submetidas a dois
métodos de inoculacdo, a) Abrasao: as folhas do apice das plantas foram lesionadas
por abrasdo com carborundum 600 mesh, juntamente com 20 pL de latex infectado;
b) Injecdo: injecéo direta de 20 pL de latex infectado no apice do caule. As plantas
controle foram inoculadas com 20 pyL de tampé&o citrato de sodio (0,1 M pH 5,0).



Adicionalmente as plantas de C. papaya, da cv. Golden, foram submetidas uma
inoculag&o adicional com corte do tecido foliar com o auxilio de um bisturi estéril e

seguida deposicao de 20 pL de latex infectado (corte/gota).

Amostras de folhas foram coletadas em todas as plantas antes da inoculagéo e aos
15, 30 e 45 dias apos a inoculacdo (DAI) para a indexacao por RT-PCR. Aos 15, 30
e 45 dias apds a inoculacdo também foi realizada a avaliacdo visual das plantas,

para deteccdo de sintomas locais e sistémicos.

3.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR DOS VIRUS

3.3.1 Extracédo de 4cidos nucleicos

O RNA total foi extraido de amostras utilizando o reagente Trizol (Ambion, Foster
City, CA, USA), de acordo com as instrugbes do fabricante. Uma folha de cada
amostra foi colocada em tubos de eppendorf (2 mL) e pulverizadas em nitrogénio
liguido. Em seguida foi adicionado 1 mL do reagente Trizol® e agitado
vigorosamente no vortex durante 10 segundos e mantidas por 5 minutos a
temperatura ambiente (25 °C). A seguir, foram adicionados 200 pL de cloroférmio e
posteriormente homogeneizado no vortex por 1 min. Ap6s serem incubadas por 3
minutos em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g a
4°C por 15 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo (2 mL), e
adicionou-se 400 pL de isopropanol. Os tubos foram agitados manualmente por
inversao durante 2 minutos e mantidos em temperatura ambiente por 8 minutos.

Depois, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido foi lavado com 1 mL de etanol a
75% a 4 °C e as amostras foram centrifugadas a 7.500 g durante 5 min a 4°C.
Retirou-se 0 sobrenadante e deixou-se secar o pellet na camara de fluxo laminar.
Para sua ressuspensao, utilizaram-se 20 ul de agua ultrapura. O RNA isolado foi

guantificado e posteriormente estocado em ultra freezer a -80 °C.

3.3.2 Tratamento com dnase



No tratamento com DNase, 1 uyg de RNA extraido foi misturado com a DNase
(RNase — Free DNase Promega) de acordo com a recomendacao do fabricante. Foi
adicionado 1 pyL de tampao para DNase e 1 pL da enzima e o volume completado
para 8 L com agua ultra pura. Em seguida a reacéo foi incubada por 30 minutos a
37°C e posteriormente adicionado 1 pL de EDTA 20 mM e novamente incubada por
10 minutos a 75°C.

3.3.3 Transcricao reversa

Ao RNA tratado com DNase, foi adicionado 0,5 pug do primer hexamero randémico e
incubados por 3 minutos a 96°C. Em seguida foi adicionado 4 pl do tampé&o de
enzima M-MLV, e 1,25 pyL de dNTP 25 mM,e 1 ul da enzima M-MLV transcriptase
reversa (200 U/ul) (Promega) em um volume final de 25 pul. Posteriormente a
amostra foi incubada a 37 °C por 60 min para a sintese do cDNA e 70 °C por 10 min

para a desativacao da enzima.

3.3.4 PCR convencional

Os cDNAs foram submetidos e avaliados por RT-PCR utilizando os
oligonucleotideos iniciadores especificos (ANTUNES et al., 2016). Para a reacéo da
RT-PCR foi preparada uma solugdo mix composta de 4 uL de tamp&o 10X para a
enzima, 1,5 pyL de cloreto de magnésio (MgCly) 25 mM, 0,2 yL de dNTPs 25 mM;
1,25 pl do oligonucleotideo iniciador (125 ng/ul), 1 uL de cDNA, 0,1 ul de enzima (5
U/ul) e agua ultrapura livre de RNase completando-se 10 pyL na solugéo final. A
mistura foi submetida a uma temperatura preliminar de 94° C por 3 minutos e
posteriormente 32 ciclos de 94°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto e um ciclo final de 72 °C por 7 minutos (ARAUJO et al ., 2007), no

termociclador Mastercycler personal (Eppendorf).

3.3.5 Eletroforese dos fragmentos de PCR



Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0%
(p/v), em solugdo tampdo TAE (tris base 0,1 M; acido acético glacial 1 M e EDTA
0,5M) e corado com 10 pL de brometo de etidio a uma concentracéo de 10 ng/mL,
durante 70 minutos em uma voltagem de 80 mV. O peso molecular foi calculado por
comparacdo com o marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen
Carlsbad, USA). Foram aplicadas 10 yL de cada amostra em cada poco e 2 pL do

tampéao Blue/Orange (Promega).

As imagens dos géis foram digitalizadas e fotografadas no sistema ultravioleta digital

de captura de imagens L-PIX (Loccus Biotecnologia® Molecular Imaging).



4. RESULTADOS

4.1 HOSPEDEIROS POTENCIAIS DO PMeV

Para determinar a susceptibilidade ao PMeV, amostras foliares de 15 plantas de
cada espécie foram submetidas a diagndstico molecular por RT-PCR. Na tabela 1
estdo representados o diagnéstico para cada espécie em funcdo do tipo de
inoculacdo (abrasédo ou injecdo) e dias apds a inoculagdo - DAI (0, 15, 30 e 45),

sendo que DAI 0 corresponde ao momento precedido da inoculacao.

Os resultados mostram que as espécies C. lanatus, C. moschata e N. benthamiana
adquiriram o PMeV por meio de inoculacéo por abrasdo. Plantas de C. lanatus foram
infectadas por ambos métodos em todas as amostras no DAI 30, porem no método

abrasivo néo foi diagnosticado infec¢cdo no DAI 45.

Em C. moschata o PMeV foi adquirido apenas pelo o método abrasivo, mantendo
em mesma relacdo planta inoculada/planta infectada entre o DAl 15 ao 45. O
diagnéstico em N. benthamiana mostrou um aumento acumulativo de plantas
infectadas ao longo do tempo, onde no DAI 45 100% das inoculadas pelo método

injecdo e 80 % no método abrasivo foram positivas.

Em ambos métodos de inoculacdo, N. tabacum, P. vulgaris, V. unguiculata e M.
charantia ndo foram diagnosticadas com PMeV. Em C. papaya todas as plantas
foram diagnosticas com o PMeV no DAI 45, embora ele tenha sido encontrado antes

da inoculacédo (DAl 0).



Tabela 1. Deteccdo do PMeV em diferentes espécies de plantas inoculadas por dois
diferentes métodos com latex de plantas infectadas com o complexo PMeV.

Espécie da Planta Avaliagéo Métqdo de Inoculagéo~
(dias) Abrasivo Injecao

0 5/41 5/2
Carica papaya w2 " o
30 5/4 5/3
45 5/5 5/5
0 5/0 5/0
. 15 5/3 5/2
Citrullus lanatus 30 5/5 5/5
45 5/0 5/5
0 5/0 5/0
_ 15 5/1 5/0
Cucurbita moschata 30 5/1 5/0
45 5/1 5/0
0 5/0 5/0
_ _ 15 5/0 5/0
Momordica charantia 30 5/0 5/0
45 5/0 5/0
0 5/0 5/0
Nicotiana benthamiana 30 5/1 5/2
45 5/4 S/5
0 5/0 5/0
o 15 5/0 5/0
Nicotiana tabacum 30 5/0 5/0
45 5/0 5/0
0 5/0 5/0
Phaseolus vulgaris ~ o oo
30 5/0 5/0
45 5/0 5/0
0 5/0 5/0
Vigna unguiculata o o oo
30 5/0 5/0
45 5/0 5/0

! Relagéo entre Plantas inoculadas/Plantas infectadas.

4.2 HOSPEDEIROS POTENCIAIS DO PMeV2

A resposta a infeccdo do PMeV2 também foi verificada através de diagndstico
molecular por RT-PCR em amostras foliares e os resultados podem ser observados
na Tabela 2.



Tabela 2. Deteccdo do PMeV2 em diferentes espécies de plantas inoculadas por
diferentes métodos com latex de plantas infectadas com o complexo PMeV e
PMeV2.

Espécie da Planta Avaliagao Mét(_)do de Inocula_g:z?lo~
(dias) Abrasivo Injecao
0 5/0* 5/0
Carica papaya L o o
45 5/5 5/5
0 5/0 5/0
_ 15 5/5 5/5
Citrullus lanatus 30 5/0 5/3
45 5/1 5/4
0 5/0 5/0
_ 15 5/3 5/4
Cucurbita moschata 30 5/2 5/4
45 5/0 5/2
0 5/0 5/0
_ _ 15 5/0 5/0
Momordica charantia 30 5/0 5/0
45 5/0 5/0
0 5/0 5/0
Nicotiana benthamiana 30 5/1 5/4
45 5/0 5/0
0 5/0 5/0
o 15 5/0 5/0
Nicotiana tabacum 30 5/0 5/0
45 5/0 5/0
0 5/0 5/0
Phaseolus vulgaris L o 20
30 5/0 5/0
45 5/0 5/0
0 5/0 5/0
Vigna unguiculata o o o0
30 5/0 5/0
45 5/0 5/0

! Relac&o entre Plantas inoculadas/Plantas infectadas.

Em relagcdo ao PMeV2, as espécies C. lanatus, C. moschata e N. benthamiana
adquiriram o virus pelos dois métodos da inoculagdo, sendo as mesmas espécies
gue também foram infectadas pelo PMeV. Em C. lanatus observou-se que todas as
plantas adquiriram o virus no DAI 15, porém houve um decréscimo no numero de

plantas diagnosticadas em funcdo do tempo independentemente do método de



inoculagéo, observando-se no método abrasivo um decréscimo mais acentuado até
o DAI 45.

Em C. moschata ocorreu uma diminuicio no numero de plantas diagnosticas
positivamente no decorrer do tempo em ambos 0os métodos de inoculacédo, porém no
método de injecdo um numero menor de plantas foram diagnosticadas. Sendo

comportamento proximo aos observados em C. lanatus.

O diagnéstico em N. benthamiana também mostrou reducéo de plantas infectadas
ao longo do tempo, onde no DAI 45 100% das plantas inoculadas, independente do
método, foram negativas para o PMeV2. N. tabacum, P. vulgaris, V. unguiculata e M.
charantia ndo apresentaram o PMeV2. Em C. papaya todas as plantas foram
diagnosticas com o PMeV2 no DAI 45, diferentemente do PMeV, este nado foi

diagnosticado antes da inoculagao (DAI 0).

4.3 SINTOMAS OBSERVADOS NAS PLANTAS

Avaliando as respostas causadas pela infeccdo do complexo pmev foram
observados sintomas nas folhas. Os sintomas encontrados foram lesfes na
margem das folhas de C. lanatus e C moschata. Em Nicotiana benthamiana foram

observadas machas cloréticas em todo tecido foliar (Figura 1).

Figura 1. Sintomas observados em plantas hospedeiras do PMeV e PMeV2,
inoculadas por abraséo e injecdo com latex de plantas infectadas com o complexo
PMeV ao DAI 45 dias. (a) Cucurbita moschata; (b) Citrullus lanatus e (c) Nicotiana
benthamiana



4.4 METODOS DE INOCULACAO EM CARICA PAPAYA

A inoculagéo do agente infeccioso visa romper as barreira de protecdo naturais e
promover sua entrada e consequente infec¢cdo no hospedeiro. Objetivando-se avaliar
0s métodos de inoculacdo que simulem as injurias sofridas em campo pela planta,
plantas de C. Papaya foram inoculadas mecanicamente com latex previamente
diagnosticado positivamente para o complexo PMeV. O diagnéstico molecular por
RT-PCR em amostras foliares esta descrito para o PMeV (Tabela 3) e PMeV2
(Tabela 4).

Tabela 3. Detecdo do PMeV em plantas de mamoeiro (Carica papaya cv Golden)
submetidas a trés métodos de inoculacdo com latex de plantas infectadas com o
complexo PMeV e PMeV-2.

Avaliacao (DAI)

Métodos de Inoculacéo

0 15 30 45
Abrasivo 5/4* 5/4 5/4 5/5
Injecao 5/2 5/3 5/3 5/5
Corte/ gota 5/4 5/4 5/4 5/5

! Relacao entre Plantas inoculadas/Plantas infectadas.

Tabela 4. Detecdo do PMeV2 em plantas de mamoeiro (Carica papaya cv Golden)
submetidas a trés métodos de inoculacdo com latex de plantas infectadas com o
complexo PMeV e PMeV-2.

Avaliacao (DAI)

Métodos de Inoculacéo

0 15 30 45
Abrasivo 5/0°" 5/2 5/2 5/5
Injecao 5/0 5/0 5/2 5/5
Corte/ gota 5/0 5/1 5/3 5/5

! Relacdo entre Plantas inoculadas/Plantas infectadas.

Pelos resultados obtidos pode-se observar que n&o houve diferenca entre os
meétodos de inoculagédo abrasivo, injecdo ou corte/gota, onde todas as plantas foram
diagnosticas com complexo PMeV no DAI 45. Na figura 2 esta representado
graficamente o aumento proporcional de plantas infectadas em fungéo dos dias apés
a inoculacdo. Para o virus PMeV os métodos de injecdo e corte/gota foram mais

eficientes com maior niumero de plantas infectadas ja com 30 e 45 dias.
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Figura 2. Incidéncia de plantas de mamoeiro (Carica papaya) submetidas a trés
métodos de inoculacdo (abrasdo, injecdo e corte/gota) com latex de plantas
infectadas com os virus PMeV e PMeV2.



5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o virus PMeV possui diversificada gama
de hospedeiros, sendo adicionadas duas novas espécies (C. moschata e
N.benthamiana) aos relatos ja publicados na literatura (MACIEL-ZAMBOLIN et al.,
2003; BENAVIDES et al., 2015; GARCIA-CAMARA et al., 2017).

O presente trabalho € o primeiro a investigar a gama de hospedeiros do virus
PMeV2. Evidencias moleculares e experimentais demonstram as espécies

C.lanatus C.moschata e N. benthamiana como novos hospedeiros.

Relatos de Garcia Camara et al., 2017, descrevem que plantas de C. lanatus
puderam ser infectados pelo PMeV-Mx ocasionando lesdes necroticas nas pontas e
bordas das folhas entre 10 e 12 DAI e ainda levando a morte de todas as mudas
inoculadas com PMeV-Mx em aproximadamente 20-25 DAI. No presente estudo
confirmamos que plantas de C. lanatus podem ser infectadas pelo complexo PMeV-
Br e também desenvolveram sintomas semelhantes, embora nenhuma planta tenha

morrido.

Neste experimento foi diagnosticada a presenca dos virus PMeV e PMeV2 em C.
moschata, sendo o primeiro relato da infeccdo pelo complexo PMeV nesta planta.
Esta espécie também é relatada como hospedeira de um outro virus, o Squash
yellow mild mottle virus (SYMMoV) da familia Geminiviridae, que também infecta C.
papaya (KARKASHIAN et al.,, 2002). Em nossas observacdes, o0s sintomas
observados em C. moschata foram semelhantes aos encontrados em C. lanatus,
mostrando uma resposta sintomatologica semelhante quando infectados pelo PMeV,

possivelmente pelo fato de pertencerem a mesma familia.

A N. benthamiana € uma das 64 espécies do género Nicotiana e destaca-se, quando
comparada com outros membros do género, devido a sua extrema suscetibilidade a
certos virus (DAWSON; HILF, 1992). Os dados obtidos demonstraram a sua
capacidade de ser infectada pelos virus do complexo da meleira do mamoeiro e

também de expressar sintomas cloroticos nas folhas associados a infecgéo viral.



N. benthamiana é uma das espécies amplamente utilizadas como modelo na
pesquisa cientifica atualmente. Esta espécie é o foco de pesquisas na area da
genética, bioquimica e fisiologia. Uma das vantagens de N. benthamiana um
organismo modelo, em relacdo as plantas de mamoeiro, esta relacionada ao porte
da planta reduzido, curto tempo de geracdo, alta acessibilidade, facil manipulacéo,
entre outros. As plantas podem ser cultivadas em espacos reduzidos, como casas
de vegetacdo ou camaras de crescimento, possibilitando a conducédo de um grande

namero de plantas, com o custo reduzido.

Estas plantas surgem como possiveis modelos para desenvolver futuras pesquisas
com a meleira, levando em consideracdo a facilidade de cultivo e ciclo das plantas.
Considerando o ciclo do mamoeiro e de que as plantas s6 apresentam sintomas
depois da floracao/frutificacdo o que ocorre 7-9 meses apés o plantio, ter uma planta
modelo de f4cil cultivo € muito importante para estudo, reduzindo tempo e custos. A
utilizacdo de plantas modelo ainda amplia a capacidade de realizar testes de

interacao entre planta/patdégeno relacionado ao complexo PMeV.

Nas espécies Nicotiana tabacum, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata e
Momordica charantia ndo foi detectada neste experimento, a presenca dos virus,

permanecendo as plantas inoculadas sem sintomas durante o periodo de avaliacéo.

Os resultados da pesquisa destacam novas espécies como potenciais reservatérios
para os virus PMeV e PMeV2, justificando a necessidade e a importancia de mais
investigacdes, principalmente ampliar a investigacdo em potenciais plantas
hospedeiras que possam estar presentes em lavouras de mamao consorciadas ou
como invasoras, 0 que certamente vai possibilitar o entendimento da epidemiologia
da meleira e o estabelecimento das estratégias de manejo da doenca.

Em C. papaya, os resultados mostraram que o PMeV foi diagnosticado em DAI 0,
corroborando com os resultados encontrados por Antunes et al., 2016 que afirma se

tratar de um virus endéfito ao mamoeiro.

Os métodos de inoculacdo mecanica buscam simular o ambiente de campo onde a
planta entrar em contato com a fonte de in6culo. Rodrigues et al., (2009) avaliaram

cinco diferentes métodos de inoculagdo mecénica em C. papaya, baseada em



simulacOes de lesdes causadas por atividades laborais no campo, como cortar as
folhas e hastes, raspar a superficie das folhas, raspar a superficie das hastes e
injetar o latex infectado no 4pice do caule, sendo que apenas a ultima pratica foi
responsavel pela transmissdo do PMeV. Em nossos resultados ndo foram
observados diferencas entre os métodos quanto a capacidade de C. papaya adquirir

os virus do complexo PMeV.



6 CONCLUSOES

Pela primeira vez foi confirmada a deteccdo dos virus da meleira (PMeV e PMeV2)
em espécies de plantas das familias Curcubitaceae (Citrullus lanatus e Cucurbita
moschata) e Solanaceae (Nicotiana benthamiana), que sendo um fato novo merece

investigacao, para estabelecer novas estratégias de manejo da doenca.

A ampliacdo da gama de hospedeiros possibilita usar estes novos hospedeiros para
estudos da interacdo planta virus em condicbes de casa de vegetacdo pela

facilidade de cultivo e inoculacao.

Nao houveram diferencas entre os métodos de inculacao abrasivo, injecao e corte
com gota em C. papaya. O PMeV mostrou-se um virus endéfito ao mamoeiro, sendo

encontrado isoladamente antes da inoculacéo.

As espécies, Nicotiana tabacum, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, Momordica

charantia ndo foram diagnosticadas com o complexo viral PMeV.
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