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RESUMO

Brasil € um dos principais produtores de mamao, mas sua producao é seriamente
afetada por patdgenos virais, como o Papaya meleria virus (PMeV) que causa
perdas significativas e constitui um fator limitante para a cultura. Algumas plantas
podem tornar-se hospedeiras dos virus, funcionar como reservatorios continuos
dos virus e contribuir na disseminacdo da virose. Atualmente ndo se conhecem
relatos sobre o diagnostico do PMeV em outras espécies que sejam
potencialmente hospedeiras do virus. O objetivo deste estudo foi avaliar duas
espécies de gramineas frequentes nos pomares de mamao como possiveis
hospedeiras do PMeV e detectar a presenca e distribuicdo do virus em diferentes
periodos apds a inoculacdo (15, 30, 45, 60 dias). Plantas de Brachiaria
decumbens e Pennisetum clandestinum foram indexadas e inoculadas com o
complexo viral. Através da PCR convencional foi detectada a presenca do PMeV
em folhas localizadas na regido basal e apical nas duas gramineas, que se
comportaram como suscetiveis ao virus pela injecdo de latex desde os 15 dias
apos da inoculagcdo. Adicionalmente foi observada a distribuicdo do virus em
distintas partes da planta sem manifestacdo de sintomas em nenhum tempo de
avaliacdo. Esta é a primeira confirmacao da detec¢do do PMeV em gramineas por
meio de PCR convencional e os primeiros resultados de hospedeiros alternativos
da meleira. Os resultados alcancados s&o contribuicbes importantes para o
diagnéstico do PMeV em gramineas e abrem uma melhor compreensdo das
diferentes interacdes do virus, sua biologia para os estudos de epidemiologia e o

desenvolvimento de novas estratégias no manejo da doenca.

Palavras chaves: Papaya meleira virus. Gramineas. Carica papaya, Hospedeiros

alternativos.



ABSTRACT

Brazil is a leading papaya producer and their production is affected by viral
pathogens such as Papaya meleria virus (PMeV), which cause significant losses
and are a limiting factor in papaya orchards. Some plants may become hosts and
reservoirs of the virus and contribute to the incidence and spread of the virus.
Nowadays, do not have reports about the PMeV diagnosis in grass or other
species that are potential hosts. In this context, the main goal of this study is
evaluate two grass species present in papaya orchards as potential hosts of PMeV
and to detect the presence and distribution the virus in different periods after
inoculation (15, 30, 45 and 60 days). Brachiaria decumbens propagative material
and Pennisetum clandesinum were indexed and inoculated with the virus complex.
In study, by PCR was detected the presence of PMeV in sheets located in the
basal and apical regions of the two types of grasses, that behaved as susceptible
to the virus by the latex injection since 15 days after inoculation. Additionally, was
observed the virus distribution in different parts of the plant symptomless in the
time of evaluation. This work constitutes the first confirmation of the PMeV
detection in grass using conventional PCR and the first results of alternative virus
hosts. The results contributes for the diagnosis studies of the PMeV in grasses,
and open a better understanding about the different interactions of viruses, their
biology and for epidemiologic studies, to develop new management strategies for

the disease control.

Keywords: Papaya meleira virus. Grasses. Carica papaya. Alternative hosts.
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1 INTRODUCAO

As plantas estdo expostas a inUmeros fatores que podem causar doencas ou
morte das mesmas. Os agentes patdgenos que as infectam pertencem a
diferentes espécies; entre as quais podemos citar fungos, bactérias, insetos,
fitoplasmas e virus, sendo este Ultimo de grande importancia devido as perdas que

causam na producao agricola de varias culturas.

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

A biotecnologia constitui uma ferramenta importante na pesquisa de virus de
plantas e apesar dos debates gerados, avanca com ritmo proprio e diferente
dentro de cada pais de acordo as capacidades de cada regido (KATZ;
BARCCENA, 2004).

Os investimentos do setor publico e privado na tecnologia ha América Latina sao
atualmente mais destacados no Brasil e no México, paises que recebem a maior
parcela de investimento, com 52% e 16%, respectivamente, estando a Colémbia
entre 0s quatro paises da América do Sul com maiores recursos investidos em
ciéncia e tecnologia (ARTUNDU, 2013).

Para o Brasil, a inovacdo tecnoldgica continua sendo uma estratégia que
contribuird no desenvolvimento econdmico e social da regido. Como tecnologia
revolucionaria, a biotecnologia fornece neste processo uma melhora das técnicas

de producéo em diferentes ambitos da economia do pais (TIDD et al, 2008).
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1.1 IMPORTANCIA DA FRUTICULTURA NA AMERICA LATINA

A fruticultura é uma atividade de importancia ndo sé por sua contribuicdo
nutricional como fonte de vitaminas e minerais, mas também por cooperar nos
aspectos sociais, econdmico e no crescimento do PBI dos paises produtores
(ODEPA, 2010).

A Asia foi considerada uma das principais zonas produtora de frutas no ano 2010,
com mais do 56% da producdo, seguido pela América Latina com um 32%, Africa
com um 11% e os Estados Unidos, Europa e Oceania com o 1% da producao
mundial de frutas (FAO, 2010). Contudo, a América Latina detém uma enorme
parcela da producdo de frutas tropicais tais como manga, abacaxi, mamao e
abacate, que estéo representados em um 75% do total produzido (FAO, 2010).

Nesse cenario, as exportacdes de frutas frescas cultivadas no Brasil registraram
uma queda de 6,91% em volume no ano de 2011 e uma recuperacdo nas
exportacbes em 1,73% no ano seguinte. (ANUARIO BRASILEIRO DA
FRUTICULTURA, 2013). Pelo clima e extensdo territorial, o Brasil & considerado
um dos maiores produtores de frutas e o terceiro produtor mundial com 45 milhdes

de toneladas produzidas ao ano (IBGE, 2011).

Para Brasil, em 2011 as exporta¢cdes mundiais de fruta fresca tiveram uma queda
de 6,91% em volume, mas em 2012 as exportacbes aumentaram 1,73%
(ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2013). Pelo clima e pela extensao
territorial, o Brasil é considerado um dos maiores produtores de frutas e o terceiro
produtor mundial com 45 milh6es de toneladas por ano (IBGE, 2011). Apesar
disso, sua presencga no comercio internacional € baixa, sendo quase a totalidade

da producéo voltada para o mercado interno (IBGE, 2011).
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Para o Estado do Espirito Santo (ES), a fruticultura promove a geracdo de
emprego e renda, além de criar um espaco de inovacao do setor agropecuario ao
atrair investimentos, com a implantacdo de pacotes agroindustriais para o
processamento de frutas, potencializando o desenvolvimento do agronegdécio no
Estado. Apesar da pequena extensdo territorial, que equivale a 0,53% do territorio
nacional, o ES obtém grandes beneficios que permitem produzir frutas de alta
qualidade (INCAPER, 2010).

1.2 GARGALOS DA FRUTICULTURA

Ademais da importancia da fruticultura no agronegécio a nivel mundial, 0os novos
desafios nesta atividade estdo relacionados com a qualidade, peso, sabor,
aparéncia e origem dos produtos comercializados. Além disso, as enfermidades
incluem os aspectos que afetam seriamente as producdes nas culturas e sdo os
fatores mais relevantes na producao (BUAINAIN; BATALHA, 2007), especialmente
aqueles gerados pelos virus que tem sido responsaveis pela reducédo da qualidade
das frutas (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2013).

1.3 PRODUCAO DO MAMAO NO BRASIL

Desde o 2010 a producdo do mamao registrou crescimento de 12,4 milhdes de
toneladas, das quais cerca de 8 toneladas (65%) foram produzidas na América
Latina e na regido Caribe, 3,7 toneladas (30%) na Asia, e 0,62 toneladas (5%) na
Africa (FAO, 2010). O clima predominante em algumas regides da América Latina,
faz do Brasil, México, Republica Dominicana, Colombia e Guatemala parte dos

dez principais territérios produtores de mamao no mundo (FAO, 2012).

Conforme a Food and Agriculture Organization (FAO), em 2014, o Brasil foi o
segundo maior produtor mundial desta fruta, ficando atras apenas da india (FAO,

2014). Desde o ano 2010, problemas econdmicos e no clima afetaram a producgéo
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passando de 1,87 para 1,85 milh6es de toneladas nos periodos de 2011 e 2012
respectivamente (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2013). Na
agricultura brasileira o mamoeiro (Carica papaya L.), € uma das frutas de grande
importancia econdmica pelas suas propriedades nutricionais e por seu agradavel
sabor, sendo a sétima fruta in natura mais exportada. Considerada como fonte de
vitaminas B1, B2 e B3 niacina e calcio, fortalece os musculos e o coragdo, protege
a pele e cabelo e sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento (DE
OLIVERIA; VITORIA, 2011).

Relativo a producdo nacional de maméo no ano 2010, os principais Estados
produtores incluem a Bahia com 718.726 toneladas, o Espirito Santo com 404.720
toneladas, Ceard com 118.372 toneladas e Rio Grande do Norte com 69.925
toneladas (IBGE, 2014; SERRANO; CATTANEO, 2010).

Para o ano de 2013, segundo o Ministério de Agricultura, o Estado do Espirito
Santo € o maior exportador de mamao do Brasil e 0 segundo Estado onde mais se
produz fruta pelo uso de tecnologias modernas e pelo manejo adequado das
plantacbes. Informacdes indicam que do 1,85 milhdo de toneladas a nivel
nacional, o Espirito Santo obteve 560 mil toneladas produzidas em onze
municipios do Norte do Estado, dentre as quais se destacam o0s municipios de

Linhares, Sooretama, Jaguaré e Pinheiros (IBGE, 2013).

1.4 PRINCIPAIS VIRUS NA CULTURA DO MAMOEIRO NO BRASIL

As doencas de origem viral sdo um dos fatores mais limitantes da produgéo dos
mamoeiros, posto que originam grandes perdas nas producdes e afetam
negativamente o desenvolvimento da planta. Conforme o0 manejo da cultura e as
condicdes ambientais, os virus podem causar perdas de até um 100% na
producdo (REZENDE; FANCELLI, 1997; TAVARES et al., 2004; SARAIVA et al.,
2006)
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Dentre os virus prevalecentes e registrados nas regides produtoras de mamao no
Brasil relata-se o Papaya ringspot virus (PRSV), o Papaya lethal yellowing virus
(PLYV) e o Papaya meleira virus (PMeV) (LIMA; CAMARCO, 1997; REZENDE;
FANCELLI, 1997).

1.4.1 Meleira do mamoeiro

A meleira é uma doenca relacionada a um virus que tem como caracteristica
particular a exsudacdo excessiva de latex de consisténcia mais fluida que o
habitual (KITAJIMA et al. 1993; VENTURA et al., 2003). Foi relatada pela primeira
vez em 1980 afetando pomares de maméao no sul da Bahia e no norte do Espirito
Santo (NAKAGAWA et al., 1987; CORREA et al., 1988; RODRIGUES et al., 1989).
Dois anos depois, difundiu-se rapidamente, causando sérios danos nas culturas
de mamao (RODRIGUES et al., 1989). Posteriormente, foi relatada nos estados
de Pernambuco, Ceara e Rio Grande do Norte (BARBOSA et al., 1998) e fora do
Brasil, apenas no México (PEREZ BRITO et al., 2012).

Nos primeiros relatos da doenca surgiram duvidas quanto a sua etiologia viral.
Mas Kitajima et al. (1993), por meio de microscopia eletronica de transmissao,
analisaram o latex de folha de plantas com sintomas evidentes da meleira e
observaram a presenca de particulas isométricas, com aproximadamente 50 nm
de diametro. Nos mesmos estudos, por eletroforese, foi identificada a presenca de
dsRNA no latex de plantas sintométicas, o que provavelmente estava relacionada

a uma doenca de origem viral.

O virus é composto de RNA dupla fita (dsRNA), com particulas isométricas de 40
e 50 nm de diametro, com aproximadamente 12.000 pb e encontram-se presentes
no latex das plantas infectadas (KITAJIMA et al, 1993;.. ZAMBOLIN et al, 2003;
TAVARES et al., 2004)
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Além da exsudacdo excessiva de latex nos frutos, os peciolos das folhas mais
novas tornam-se necroticos com deformacgéo das bordas das folhas (VENTURA et
al., 2003) (Figura 1). Os primeiros sintomas manifestam-se quando a planta tem
em torno de seis meses de idade ocasionando alteracées das folhas e nos frutos
da planta (RODRIGUES et al., 1989; VENTURA et al., 2003).

Figura 1 Sintomas do Papaya meleira virus: a) Folha com deformacdes e apice necrético; b)
Exsudacédo excessiva e espontanea de latex de frutos infectados. Fonte: VENTURA, et al., 2004.

O controle do PMeV é limitado ao uso de um sistema integrado de medidas
preventivas como: a desinfec¢do constante de ferramentas agricolas, erradicacao
de pomares com 50% de incidéncia da doenca e utilizacdo de mudas certificadas
e livres do patdégeno (LIMA., et al 2001). Uma vez os primeiros sintomas sejam
confirmados, a eliminacdo de plantas sintométicas, conhecida como roguing, é a
técnica mais comumente utilizada por diminuir as fontes de in6culo em campo
(LIMA., et al 2001; VENTURA et al., 2003).

Ainda mesmo sem conhecer 0s hospedeiros e vetores da meleira, sabe-se que

para ocorrer a disseminagcdo € necessaria a presenca de plantas hospedeiras que
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crescem no entorno dos pomares, constituindo-se fonte de inoculo e reservatorios

longevos da doenca em campo (VENTURA et al., 2003).

1.5 IMPORTANCIA DAS BRAQUIARIAS E SEU PAPEL COMO HOSPEDEIRAS
DE VIRUS

As braquiarias pertencem a ordem Cyperales, familia Poacea. Nesta familia
encontram-se as espécies de gramineas mais relevantes pela importancia
econdmica como por exemplo: Triticum (trigo), Oryza (arroz), Zea (milho),
Saccharum (cana de acgucar), Sorghum (sorgo), Hordeum (cevada), Panicum e a
Brachiaria (JUDD et al. 1999) (Figura 2). A ultima tem uma grande contribuicdo por
serem espécies de grande qualidade e importancia na alimentacdo de gado. A
Ameérica do Sul possui cerca de 250 milhdes de hectares, sendo o Brasil o pais
com maior area de braquiarias plantadas (16% do total da area cultivada no
America do Sur) (RIVAS; HOLMANN, 2004).



Figura 2: a) Graminea Pennisetum clandestinum b) Graminea Brachiaria decumbens. Fonte:
http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/. Acesso em: 9. mar. 2015.

As plantas hospedeiras alternativas sdo de grande importancia na epidemiologia e
sobrevivéncia dos virus. A permanéncia das particulas virais como fonte primaria
de inéculo esta ligada a este tipo de plantas e aos vetores como agentes de
disseminagdo para as cultivares nas areas produtoras (KIMATI et al., 1997).
Desempenham um papel importante na disseminagéo do virus, ao constituirem-se
em reservatorios virais, que sdo transmitidos pelos insetos vetores ou pelo préprio
homem nos tratos culturais (CREAMER et al., 1996; CAPINERA, 2005; WISLER,;
NORRIS, 2005). De acordo a com o0 seu ciclo reprodutivo e capacidade de
adaptacdo, podem ser consideradas focos de infecdo nas diferentes esta¢gfes do
ano, garantindo a sobrevivéncia e perpetuacdo do virus no campo (MARCIA
ROYE et al., 1997).
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Os virus sdo parasitos obrigatérios e para que sua sobrevivéncia tenha sucesso, a
disseminacgdo para plantas hospedeiras € de vital importancia. Desta forma, Brow
e Czosnek (2006), relatam que a habilidade de dispersdo de um virus de um
hospedeiro ao outro, € componente fundamental no ciclo de infeccéo, por isso 0s
virus tém desenvolvido estratégias especializadas e particulares para sua
transmissdo e sua sobrevivéncia. Os vetores sdo considerados o caminho mais
frequente de transmisséo, depois de se alimentarem eles completam seu ciclo de
vida em plantas que sejam potencialmente hospedeiras da doenca (BROW;
CZONSNEK, 2006).

Cada virus tem um grupo relativamente estreito de espécies que pode infectar de
forma natural, fortuita ou experimental na transmissao de plantas cultivadas para
plantas hospedeiras alternativas ou de maneira contraria (RAJ et al., 2003;
ARANHA et al., 2011) . Para que um virus possa se replicar, ele deve ingressar
em uma célula especifica, processo conhecido como tropismo. Também pode ser
definido pela predisposicdo do virus em interagir com as moléculas da célula,
chamadas moléculas receptoras que fazem parte do metabolismo celular
(RODAS; DAVID, 2012).

Em pomares de maméo tem sido comprovada a existéncia de uma ampla gama
de plantas invasoras, entre elas as gramineas que tém potencial de ser
hospedeiras do virus no campo (MARTINS; COSTA, 2003). Pesquisas de
epidemiologia da meleira do mamoeiro demonstraram que os focos iniciais da
doenca ocorriam proximo das areas com gramineas, 0 que vem fortalecer a
importancia destas plantas como um elemento fundamental na epidemiologia dos
virus ao serem fontes de indculo primario e reservatorios ao longo do tempo
(JOHNSON et al., 1996; HOBBS et al., 2000; ROELFS et al., 2014; VENTURA et
al., 2003).

O envolvimento das gramineas e em especial o género Brachiaria foi refor¢cado
com a detecgdo de dsRNA em plantas inoculadas com o virus da meleira. Neste

estudo foi avaliada a susceptibilidade de 47 diferentes espécies de plantas ao
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PMeV, e do total testado apenas em Carica papaya e Brachiaria decumbens foi
confirmada a sua presenca sem a manifestacédo de sintomas (ZAMBOLIM et al.,
2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as gramineas Brachiaria decumbens e Pennisetum clandestinum como

possiveis hospedeiros do Papaya meleira virus (PMeV).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Multiplicar vegetativamente gramineas das espécies Brachiaria decumbens e

Pennisetum clandestinum;

* Avaliar a presenca do virus no estaldao e em folhas das gramineas Brachiaria

decumbens e Pennisetum clandestinum;

* Determinar a distribuicdo temporal do PMeV nas gramineas Brachiaria

decumbens e Pennisetum clandestinum;

* Avaliar o potencial da Brachiaria decumbens e Pennisetum clandestinum na

epidemiologia da doenca;

* Sugerir novas medidas para o manejo da meleira nos pomares de mamao.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e nos laboratérios de
Biotecnologia Aplicada ao Agronegocio do Nucleo de Biotecnologia da

Universidade Federal do Espirito Santo.

3.1 OBTENCAO DAS GRAMINEAS

A obtencdo e propagacdo das gramineas Brachiaria decumbens Stapf. e
Pennisetum clandestinum Hochst. ex Chiov., foi realizada através da multiplicacédo
vegetativa natural de plantas fornecidas pelo Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper). As plantas foram transplantadas
para vasos plasticos de 8 kg que continham substrato (Fourth) e areia na
proporcdo de 2:1 p/p, respectivamente. Os procedimentos experimentais com as
gramineas foram totalmente conduzidos em casa de vegetacdo. As plantas foram
colocadas em bancadas, com irrigacdo diaria e adubadas com o fertilizante
FOURTH COTE na formulagcdo NPK 19-06-10 em doses de 2g/L, com frequéncia
de aplicacdo cada quinze dias durante todo o experimento, depois foram
indexadas com a metodologia posteriormente descrita para o diagnostico das
gramineas utilizando o reagente (Trizol® Invitrogen) para a extracdo dos acidos

nucleicos e a técnica de diagnostico PCR.

3.2 VIRUS PMeV

Frutos de plantas previamente diagnosticadas com meleira foram utilizados como
fonte do virus. Com o auxilio de agulhas estéreis, foram realizadas injarias nos

frutos e o latex exsudado foi coletado em microtubos contendo o tampéo citrato de
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sédio (pH 5, 1M), de acordo a metodologia descrita por Rodrigues et al. (2009), e
armazenado 4°C.

3.3 INOCULACAO DO VIRUS

As gramineas Brachiaria decumbens e Pennisetum clandestinum foram divididas

em quatro grupos contento trés exemplares de cada como descrito a seguir:

e Grupo 1 (Controle negativo): Gramineas inoculadas apenas com 10 uL de
tampao citrato de sédio (pH 5, 1M);

e Grupo 2 (Controle negativo): Gramineas inoculadas com 10 uL de latex
sadio adicionado em tampao citrato de sodio pH 5 (1:1 v/v);

e Grupo 3 (Controle positivo): Gramineas inoculadas com 10 pL de latex

infectado adicionado em tampéao citrato de sodio pH 5 (1:1 v/v);

e Grupo 4 (Controle negativo): Testemunha absoluta.

As inoculac@es foram realizadas com uma seringa estéril injetando latex e tampéao
(citrato de sédio pH 5) no apice do colmo das gramineas, de acordo na
metodologia desenvolvida por Zambolim (2003).

Folhas das regides apical, basal e dos estoldes (Figura 3) foram coletadas aos 15,
30, 45 e 60 dias apoOs a inoculacdo (DAI). Ao final de cada periodo de coleta o
material vegetal foi colocado em sacos de papel, imersos em nitrogénio liquido e
mantidos nessa condi¢do ate o extracdo dos acidos nucleicos, processo realizado

no mesmo dia da coleta.
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Folha apical

Folha basal

Estoloes

Figura 3: Partes da planta que foram coletas para o diagnéstico do PMeV em gramineas.

Para avaliar a presenca de manifestacdo de sintomas, foi observada a presenca
de lesBes locais cloréticas; deformacao foliar; bolhosidade, cloroses ou sua
auséncia total segundo a metodologia descrita por Chung (2007).

Uma segunda metodologia foi desenvolvida utilizando o método de inoculacéo por
abrasdo, com o propésito de verificar a efetividade da transmissao e garantir que
no processo de diagnostico ndo tenha sido detectado o inoculo empregado no
momento da inoculacdo. Neste método, a fonte de inoculo do virus foi o mesmo
latex coletado com diagnose confirmada na fase inicial do experimento. Usaram-
se luvas na manipulacdo das gramineas e em cada etapa do processo de

inoculacao.

Na fase inicial, a folha a ser inoculada foi lavada com agua destilada, em seguida
a superficie foi friccionada suavemente como uma lixa fina (600 de granulacao)

nova e esterilizada. Cada ferimento entrou em contato com a suspencao de latex e
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0 excesso foi retirado por lavagem. Para cada tratamento foram deixadas duas
plantas distribuidas nos grupos (Figura 4) descritos adiante:

Figura 4: Gramineas das espécies Brachiaria decumbens e Pennisetum clandestinum inoculadas
pelo método de abracé@o. G1) Plantas inoculadas com10 pL de tampé&o citrato de sédio (pH 5, 1M);
G2) Plantas inoculadas com 10 pL de latex infectado adicionado em tampé&o citrato de sédio pH 5;
G3) Plantas testemunha sem inoculagéo

e Grupo 1 (Controle negativo): Plantas inoculadas com 10 uL de tampéo
citrato de sodio (pH 5, 1M);

e Grupo 2 (Controle positivo): Plantas inoculadas com 10 pL de latex
infectado adicionado em tampé@o citrato de sodio pH 5 (1:1 v/v);

e Grupo 3 (Controle negativo): Plantas testemunha sem inoculacéo.
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Para o primeiro método de inoculagéo testado, o experimento e cada etapa do
procedimento foram replicados duas vezes. A segunda técnica avaliada néo teve

replicacdes.

3.4 EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS

O RNA total foi extraido utilizando o método baseado no composto quimico
tioisocianato de guanidina (Trizol® Invitrogen), utilizando 1 mL para cada 100 mg

de tecido, conforme descrito por Bitencourt (2011).

Uma folha de cada amostra foi colocada em tubos de eppendorf (2 mL) e
pulverizadas em nitrogénio liquido. Em seguida foi adicionado 1 mL do reagente
Trizol® e agitado vigorosamente no vortex durante 1 minuto e mantidas por 5
minutos a temperatura ambiente (25 °C). A seguir, foram adicionados 200 uL de
cloroférmio e posteriormente homogeneizado no vortex por 1 min. Apos serem
incubadas por 3 minutos em temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 g 4°C por 15 minutos e o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo (2 mL), e adicionou-se 500 pyL de isopropanol. Os tubos foram
agitados manualmente por inverséo 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 rpm durante 5 min a 4°C.
Retirou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet na camara de fluxo laminar,
para sua ressuspensao, utilizaram-se 30 ul de agua ultrapura. O RNA isolado foi
quantificado e posteriormente estocado em ultra freezer a -80 °C.
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3.5 QUANTIFICAGAO E QUALIDADE DOS ACIDOS NUCLEICOS

A qualidade do RNA foi medida baseando-se na presenca de contaminantes
proteicos por espectrometria utilizando 1 pL do extrato de RNA em cada leitura de
260 e 280 nm em um espectrofotometro no aparelho Nanodrop® ND-1000
(NanoDrop Technologies, EU). Supondo valores de 2.0 para extratos puros
(STAUB et al., 1995 GREEN; SAMBROOK, 2012), foi calculada a relagdo 260/280

nm procurando valores superiores de 1.8 em cada leitura.

3.6 ELETROFORESE DO RNA TOTAL

ApOs a extragdo dos &cidos nucleicos das folhas das gramineas, foi estimada a
qualidade do extrato por eletroforese em géis de agarose 1,2%, em solucéo
tampdo TAE 1X e corado com brometo de etideo a uma concentracdo de 10
ng/mL; durante 25 minutos em uma voltagem de 80 mV. Em cada poco do gel
foram adicionados 10 pl de cada amostra diluidos em 2 pL do tampao
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).

3.7 TRATAMENTO COM DNASE

Na sintese da DNase, (1 ug) de RNA extraido foi misturado com a DNase (RQ1
RNase — Free DNase Promega) de acordo com a recomendacgao do fabricante.
Foi adicionado 1 pL de tampdo para DNase e 1 pL da enzima e o volume
completado para 8 pL com agua ultra pura. Em seguida a reacéo foi incubada por



30

30 minutos a 37°C e posteriormente adicionado 1 pL de EDTA 20 mM e
novamente incubada por 10 minutos a 65°C.

3.8 TRANSCRICAO REVERSA

Ao RNA tratado com DNase, foi adicionado 0,5 pg do primer hexamero randémico
e 1 uyL de dNTP 25 mM, e incubados por 5 minutos a 65°C. Apds esse tempo,
foram adicionados 4 ul tampéao da reacdo (10x), 2 yl de DTT 10mM e 1,5 de agua
ultra-pura. Foi incubada por 3 minutos a 96 °C e posteriormente a enzima M-MLV
Reverse Transcriptase (RT) foi adicionada e também incubada a 25 °C por 10
minutos e posteriormente a 37 °C por 50 minutos. Consecutivamente a

transcriptase-reversa foi inativada a 70 °C por 15 minutos.

3.9 RT-PCR CONVENCIONAL

Os cDNAs foram submetidos e avaliados por RT-PCR utilizando os primers

especificos conforme descrito por Abreu (2012).

Para a reacdo da RT-PCR foi preparada uma solu¢cdo mix composta de 4 pL de
tampdo 5X para a enzima, 1,5 yL de cloreto de magnésio (MgCI2) 25 mM, 0,2 MI
de dNTPs 25 mM; 1,6 pl do iniciador (125 ng/pl), cDNA 0,1 ul de enzima (5 u/ul) e

agua ultrapura livre de RNase completando-se 20 pL na solucéo 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 min
e um ciclo final de 72 °C por 7 minutos (ARAUJO et al., 2007), no termociclador

Mastercycler personal (Eppendorf).



31

3.10 ELETROFORESE DOS FRAGMENTOS DE PCR

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em géis de agarose 1,2%,
em solucdo tampdo TAE e corado com 10 pL de brometo de etidio a uma
concentracdo de 10 ng/mL; durante 25 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). Foram aplicadas 10 puL de cada amostra em cada

poco e 2 L do tampéo 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).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MULTIPLICACAO DAS GRAMINEAS E INDEXACAO

Para determinar a susceptibilidade das gramineas Brachiaria decumbens e
Pennisetum clandestinum ao PMeV, foram multiplicadas 12 plantas de cada
espécie por propagacao vegetativa natural. Durante o seguimento diario ndo foi
observado nenhum tipo de alteracdo na fisiologia das duas espécies de plantas
estudadas. O fornecimento de fontes minerais contribuiu ao normal

desenvolvimento das plantas durante cada etapa do experimento.

As plantas foram aclimatizadas em casa de vegetacdo por aproximadamente 30

dias antes de serem indexadas e posteriormente inoculadas.

4.2 MANIFESTACOES DE SINTOMAS

Na avaliacdo da segunda replicacao realizada no experimento, foi observada uma
linha parpura no borda das folhas localizadas na regido basal da planta (Figura 5)
no Grupo 3 (Controle positivo) na espécie Brachiaria decumbens. O sintoma
estava presente em duas das trés plantas inoculadas. Entretanto devido ao baixo
namero de plantas e de ndo ter ocorrido na primeira replicagdo do experimento,
nao e possivel determinar se este sintoma esta relacionado a alguma alteracao
provocada pelo virus ou pela influencia de aspectos ambientais. O
desenvolvimento das plantas inoculadas para Pennisetum clandestinum foi

normal, ndo sendo possivel visualizar sintomas.

A inoculacdo mecéanica do agente causal da meleira nas gramineas mostrou a

auséncia no aparecimento de sintomas em todos os tempos de avaliagdo 30, 45 e
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60 dias apés da inoculacdo para todos os grupos (Grupo 1, Grupo 2, Grupo 3 e
Grupo 4) (Figura 6). E possivel que esse efeito seja decorrente a influencia das
condicbes ambientais (temperatura, umidade relativa etc.) que segundo Agrios
(2005), podem facilitar os mecanismos de disperséo, expressdo dos sintomas e
proliferacdo do agente causal afetando os processos fisioldgicos normais do
hospedeiro.

Figura 5: Manifestacdo de sintomas Brachiaria decumbens ap6s de 15 dias da inoculagdo do
Papaya meleira virus (PMeV).
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Figura 6: Gramineas assintomaticas em diferentes tempos de avaliacéo.

4.3 DIAGNOSTICO DO PMeV POR PCR NAS GRAMINEAS BRACHIARIA
DECUMBENS E PENNISETUM CLANDESTINUM

Obtido o RNA do tecido das trés amostras coletadas, foi realizado o diagndstico
por PCR de modo a detectar a presenca de fragmentos de 300 pb nos controles
positivos (Figura 7), semelhante aos padrdes de eletroforeses reportados por
Abreu (2012) em extracbes do PMeV. Estes tipos de bandas leves foram visiveis
em todos os tempos da avaliagdo e néo foi observado nas amostras coletadas dos
estoldes (Figura 8).



35

1 2 3 < 5 6 7 8 9 10 11 12 13 DIAS

300 pb — 15
300 pb —> 30
300 pb — a5
300 pb — 4 * 60

Figura 7: Diagnostico do PMeV por PCR em gramineas. A faixa 1 corresponde ao marcador 1 kb
(Invitrogen. Life Tecnnologies), a nimero 2: controle positivo folhas de maméao com meleira. A faixa
namero 3: o branco. As faixas 4 (Folhas apicais Brachiaria decumbens), 5 (Folhas basais
Brachiaria decumbens), 9 (Folhas apicais Pennisetum clandestinum), 10 (Folhas basais
Pennisetum clandestinum) representam os controles inoculados com latex infectado. Enquanto as
faixas 6, 7, 8, 11, 12, 13 correspondem 0s controles negativos. Nota: A amostra positiva amplifica
um fragmento de 300 pb para o PMeV.

As plantas das duas espécies desenvolveram-se normalmente no transcorrer do
tempo, entretanto, foi possivel comprovar a existéncia de movimento viral a curta e
longa distancia para o método de inoculacdo por injecdo em todos os tempos de

avaliacéo.

300 pb —>

Figura 8: Diagnostico do PMeV em estoldes coletados 60 dias apds da inoculagao por PCR em
gramineas. A faixa 1 corresponde ao marcador 1 kb (Invitrogen. Life Tecnnologies), a nimero 2:
branco. A faixa 3: controle positivo . As faixas 4, 8 correspondem aos controles inoculados com
latex infectado com PMeV em Brachiaria decumbens e Pennisetum clandestinum,
respectivamente. As faixas 5, 6, 7, 9, 10, 11 s&o os controles negativos.

Para o método de inoculacdo do PMeV por abragcdo, os resultados observados
foram positivos para Brachiaria decumbens nas amostras correspondentes as

folha coletadas da regido apical da planta 30 apos da inoculagdo (Figura 9).
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2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

3
300 pp —> pe—

Figura 9: Diagndstico do PMeV por PCR em gramineas pelo método de inoculacao por abrasdo. A
faixa 1 corresponde ao marcadorl kb (Invitrogen. Life Tecnnologies), faixa nimero 2: branco. Faixa
namero 3: controle positivo. As faixas 4, 5 sdo amostras de folhas de Brachiaria decumbens.
Enquanto as faixas 6, 7, 8 correspondem aos controles negativos. As faixas 9, 10 séo amostras de
folhas de Pennisetum clandestinum. Faixas 11,12,13 correspondem aos controles negativos. Nota:
A amostra positiva amplifica um fragmento de 300 pb para o PMeV.

Para a espécie Brachiaria decumbens a deteccdo do PMeV foi confirmada com os
dois métodos de inoculacdo. Sugere-se que a presenca de tricomas facilita a
infecdo e penetracdo do virus pelas injurias ocasionadas ao momento da friccao

no processo de inoculag&o por abrasao.

Para o Pennisetum clandestinum no método de inoculagcdo por abrasdo o
resultado foi negativo para as plantas inoculadas do grupo 3. A possivel causa
desta variacdo, conforme aos dados obtidos no primeiro método de inoculacéo
testado, € a interferéncia de um ou varios elementos ambientais que afetam a

suscetibilidade da graminea a uma infeccao.

4.4 AVALIACAO DA PRESENCA DO VIRUS PMeV EM GRAMINEAS E SUA
IMPORTANCIA NA EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA

Durante o periodo de estudo, a presenca do virus foi diagnosticada nas folhas das
duas espécies de gramineas, mas nao nos estoldes. Desta forma pode ser
demostrado a translocacdo das particulas virais nas folhas apicais e,
posteriormente, 0 seu movimento para as folhas basais da planta, admitindo-se

que o virus se replicou no local que foi inoculado e se transloucou para as folhas,
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mas ndo se movimentou para os estoldes. Sugere-se que o0 virus provavelmente
precisa de mais tempo para atingir esses tecidos, 0 que exige maior tempo de

avaliacdo em estudos futuros.

Nossos resultados sédo corroborados por um estudo realizado por Barbosa (1999),
qgue relata a presenca de particulas semelhantes as de meleira nas espécies de
gramineas Trichacne insulares e Brachiaria decumbens, presentes em amostras
coletadas em pomares de mamao infectados pela doenca no Estado da Bahia. No
entanto a técnica de diagnostico usada ndo permitiu estabelecer que o virus
isolado era o PMeV. Zambolim et al. (2003) avaliaram a suscetibilidade do virus
em 47 espécies de plantas através da inoculacdo de latex de mamoeiros
infectados com PMeV. Entre todas as espécies testadas, apenas foi detectado um
dsRNA em Carica papaya e Brachiaria decumbens, o que vem reforgar o potencial

desta espécie como hospedeira do PMeV.

Supomos que o0 virus PMeV esta presente na Brachiaria decumbens, mas de
forma assintomatica, e sugere-se que a presenca desta planta nas proximidades
dos pomares de maméo constituem uma potencial fonte de inoculo, ou seja,

podem ser um hospedeiro intermediario na transmisséo do virus.

No que se refere a interacdo patdgeno-hospedeiro estabelecida entre PMeV e
Brachiaria decumbens, respectivamente, e sua disseminacéo dentro dos pomares
comerciais de Carica papaya, supfe-se que a disseminacao esteja relacionada
com a existéncia de insetos vetores que estejam envolvidos no processo de
transmissao (SOUZA, 2002). A existéncia de vetores aéreos e sua associacao
com a doenca foi relatada por Ventura (2004) e constitui um elemento chave para

os estudos de disseminacéo e epidemiologia da meleira (TATAGIBA et al, 2002)

O possivel envolvimento de insetos vetores do PMeV foi considerado com base
em estudos de epidemiologia realizados em condi¢cdes de campo observando-se o
padrao de distribuicdo temporal e espacial da doenga (RODRIGUES et al., 1989).

Estudos relatam a presenca de dsRNA em insetos, como a mosca branca
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(Trialeurodes variabilis), presentes em plantas infectadas com meleira e, embora
sejam relatadas grantes populacdes desta mosca nos pomares de maméao, este
inseto ndo € considerado vetor do virus no mamoeiro (ANDRADE et al., 2003;
RODRIGUES et al.,, 2009 ). Apesar do debate gerado sobre a participacdo de
vetores na transmissdo do virus, supomos sua participacdo e importancia ao ser
transmissores do PMeV entre Brachiaria decumbens e Carica papaya o que
explica o fato da presenca da doenca em culturas novas e na falta de plantas de

mamao infectado com o virus.

Para Vidal (2004), na maioria das areas estudadas, a alta incidéncia da meleira
estaria associada as pastagens que se localizam as bordas da cultura e possiveis
insetos vetores responsaveis pela transmissédo do virus PMeV. Estes dados sdo
corroborados por Zambolim et al. (2003), que relatam ser comum encontrar estes
tipos de gramineas principalmente nas é&reas externas do pomar, fator que

favoreceria a disseminacado e a permaneca do virus no campo.

4.5 TRANSLOCACAO DO VIRUS PMeV NAS GRAMINEAS

A inoculacédo do complexo viral do PMeV nas gramineas Brachiaria decumbens e
Pennisetum clandestinum foi eficiente para o método de inoculacdo por injecéao e
esto evidenciou que as duas espécies de gramineas sao potencialmente
hospedeiras do virus. A deteccdo foi feita desde a primeira avaliacdo (15 dias
apos da inoculacao), sem desenvolvimento de sintomas caracteristicos de virose.
Nas trés amostras o virus foi detectado nas folhas coletadas da regido basal e
apical das plantas inoculadas. Para os estolées o diagndéstico foi negativo, o que
indica efetiva replicagéo e translocacdo do PMeV em gramineas, como também é

o primeiro relato desta espécie como hospedeira alternativa do virus.

Os virus de plantas sdo particulas infecciosas, considerados parasitos

intracelulares obrigatoérios, no caso do PMeV, sdo composto por RNA de fita dupla
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(dsRNA), que ingressam na célula vegetal através de ferimentos causados por
dano fisico ou pela acédo de vectores (CAMARETTA, 2000). No citoplasma, o virus
€ desmontado, se replica, traduz seus mensageiros para proteinas e é mobilizado
local e sistemicamente. Para cumprir estes processos, 0 virus usa a energia e as
proteinas da célula hospedeira (STANGE, 2006).

Durante cada fase do ciclo viral, geram-se diferentes interacbes entre a planta
hospedeira e o virus. Se a planta desconhece a particula viral, estabelece-se uma
interacdo compativel entre a planta hospedeira € o virus, sendo esta interacédo
favoravel para o virus (HAMMOND et al., 1996). Ja nos casos em que a planta
reconhece a particula viral, é estabelecida uma interacdo incompativel,
desfavoravel para o virus. Sob estas condicbes, a planta reconhece o0 virus,
desencadeia mecanismos de defesa que podem limitar a replicagdo do virus e
limitam o patégeno ao foco inicial de infeccdo (HAMMOND et al, 1996). Isso pode
explicar o fato do que o virus teve a capacidade de mover-se de uma célula para
outra através nas folhas do local da infeccdo, mas ndo conseguiu estabelecer-se

em toda a planta.

Stange (2006) estabeleceu que o movimento do virus ocorre célula a célula e,
para longa distancia, o virus explora e modifica as vias de movimentacdo
molecular dentro da célula, entre células e entre 6rgdos. Em conformidade como o
exposto, a particula viral dsSRNA do PMeV, a partir do lugar da inoculacao, teve um
translocacdo de célula para célula através dos plasmodesmos facilitada pelos
canais de transporte. Este mecanismo possibilita especular a presenca do virus na

folha apical e basal do colmo das gramineas.

Para Lewandowsky (2005), o movimento do virus a partir de uma célula para outra
é facilitada por diferentes processos:
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4.5.1Transferéncia de genomas dos sites de replicacdo aos sistemas de
transporte intracelular

A replicacdo do genoma do virus de RNA de fita dupla acontece no citoplasma ou
no ndcleo em estreita associagdo com as superficies da membrana. Isto sucede
porque a replicacdo do genoma viral permite alcancar as distancias intracelulares
gue o genoma deve andar para atingir o plasmodesma (LEWANDOWSKY, 2005;
MOLNAR, 1997). Um dos processos criticos na replicacdo viral é, por conseguinte,
a interacdo da replicacdo e a maquinaria de transporte, incluindo as proteinas de
movimento. Uma falha na interacdo destes mecanismos pode limitar a

translocacao do virus através da planta, afetando apenas o sitio da inoculacéo.

4.5.2 Transporte intracelular de genomas para os plasmodesmos

Varios grupos de virus que se replicam no citoplasma (Virus de RNA) codificam
proteinas de movimento com diferencas estruturais ou funcdes e sua unido ao do
hospedeiro constituem uma caracteristica altamente conservada entre virus. Ao
menos quatro grupos de virus possuem um grupo de trés genes que codificam um
conjunto de proteinas de movimento, e cada proteina participa na dispersao
sistémica através da planta (SANDERFOOT, 1996).

4.5.3 Transporte intracelular através dos plasmodesmos

Os plasmodesmos fornecem um meio para que o virus atravesse facilmente a
célula da planta, que apresenta barreiras fisicas como a parede celular. Através do
plasmodesma se estende o desmotubulo, que liga o sistema endomembranas das
células vizinhas. A membrana plasmatica e o desmotubulo estdo associados com

glébulos de proteinase chamadas proteinas ponte, que formam unibes entre a
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membrana plasmética e os glébulos do desmotubulo através da cavidade central
(STANGE, 2006).

No espaco entre a membrana e o desmotubulo, ocorre 0 movimento do virus e
outras macromoléculas. Através da combinacdo da imunocitoquimica com a
microscopia pode-se observar a associagdo das proteinas de movimento
semelhantes ao virus do mosaico do tabaco no interior dos plasmodesmos
(ATKINS, 1991).

O processo de infecdo viral o transporte através de plasmodesmos. A utilizacédo
dos canais intracelulares para a dispersdao do virus, em lugar de liberar-se aos
espacos extracelulares e unir-se aos receptores da superficie da célula, é talvez a
adaptacado evolutiva mais significativa que distingue aos virus vegetais dos virus
dos animais (HIRAGURI, 2014).

Estes precedentes permitem determinar que o movimento do virus nas gramineas
desde o sitio da inoculacdo até as folhas apicais e posteriormente as folhas
basais, se deu mediante o processo de movimentacao de célula para célula. Ainda
assim, para o virus disseminar-se em toda a planta, deve chegar ao floema; este
processo precisa que 0 virus seja capaz de entrar e sair das células do
parénquima do floema e os tubos crivados. O movimento de longa distancia
envolve funcdes virais do hospedeiro que sdo diferentes as envolvidas na

movimentacao através de células (YOAN, 2011).

Conhece-se sobre a translocacdo do virus, que para conseguir 0 movimento de
longa distancia, alguns deles entram no sistema vascular (floema e xilema),
movimentando-se por dentro. No entanto, 0S mecanismos e sua migragao para as
areas circundantes sao ainda pouco compreendidos. O movimento de longa
distancia envolve mecanismos diferentes daqueles envolvidos no movimento entre
o mesofilo e as células, e, em alguns casos, muitos virus foram documentados por

recorrer longas distancias através do floema, mas sdo poucos os relatos de virus
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movimentando-se através do xilema (CHAMBER; FRANCKI, 1966; CRUZ;
KOGANEZAWA, 1991).

O movimento sistémico depende em maior porcentagem das interacdes
especificas virus-hospedeiro e a existéncia de uma proteina da capside funcional

para 0 movimento sisttmico € comum, mas ndo é necessaria (MCGEACHY;
BARKER, 2000; RYABOQV et al., 2001).

Estudos histolégicos em arroz demonstraram a presenca do Rice yellow mottle
virus (RYMV) na epiderme, mesdfilo e nas células da bainha e sua capacidade de
movimentar entre essas estruturas (Figura 10). No entanto, ndo se sabe se é

transportado a diferentes partes da planta pelo xilema (OPALKA, 1998).

(

Figura 10 Mesofilo infectado com Rice yellow mottle virus (RYMV) 14 dias apds a inoculagcdo em
plantas de Oryza sativa. Fonte: OPALKA , 1998.

Com base no exposto, a circulacdo sistémica de longa distancia dos virus em
gramineas pode comecar com a entrada do virus no tecido vascular. Neste

processo sao distinguidas cinco etapas sequenciais: a entrada do virus no
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parénquima vascular através das células da bainha; translocacdo as células
adjacentes e os elementos crivados; transporte para outras partes da planta
através dos tubos crivados; transferéncia viral via tubos crivados; e o transporte
desde o parénquima ao mesofilo através das células da bainha constituindo o ciclo
da transmissao (MARTINEZ, 2008).

Segundo Owens (2001), o transporte sistémico estaria influenciado pelos mesmos
padrées que regulam o fluxo fotossintético, assim como a velocidade e direcdo no
transporte do virus depende de fatores como a proximidade do tecido maduro ao

mais novo e as interconexdes do sistema vascular.

Amortiguador )
Vi Abrasivo

Célula herida Acido nudeico viral

Epidemmis
Plasmodesmaos

Figura 11 Distribuicdo sistémica dos virus pela inoculagdo mecéanica Fonte: URBINA, 2011.



44

Sobre a forma como o virus se transloca através do floema, observa-se uma
possivel implicagdo de diferentes proteinas floematicas que interagem e facilitam a
translocacao do virus (REQUENA, 2006).

As condi¢cdes ambientais sobre as quais as plantas se desenvolvem antes, no
momento da inoculacdo e durante o desenvolvimento da doenca, podem ter
efeitos no transcurso da infecdo. Dessa forma, €& possivel pensar que
determinadas partes da planta, podem permanecer livres do virus durante a
infec&o sistémica (GOSALVEZ, 2006).

Os diferentes fatores do hospedeiro que interagem com as proteinas virais e 0s
acidos nucleicos na infeccdo sistémica, sdo diferentes daqueles envolvidos no
movimento célula para célula. Portanto, os mecanismos de transporte do
movimento célula para célula e de longa distancia séo significativamente distintos
(STANGE, 2006).

Algumas classes de virus, principalmente os de RNA movimentam-se
eficientemente de célula para célula, mas apresentam dificuldade no transporte
dependente do floema para longas distancias (VAEWHONG, 1995).

As infe¢des virais provocam uma alteragcao da fisiologia geral da planta. A infeccao
de Brachiaria decumbens pelo virus PMeV ndo apresenta sintomatologia, mesmo
assim é importante para estudos futuros uma avaliacdo minuciosa da infeccao
para estabelecer se o virus € capaz de provocar sintomas da doenca e levar a
infeccdo sistémica total de cada parte da planta. No entanto, a capacidade dos
virus em provocar uma infeccdo em toda a planta é variavel devido as proteinas
de movimento de varias familias, as quais sdo geneticamente diversas, e em
muitos casos 0 movimento eficiente de um virus em um hospedeiro particular pode
ser ineficiente em outro, limitando desta maneira a infe¢cdo sistémica da planta

(HUNG, 2003; HIRAGURI, 2012.
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5 CONCLUSOES

e Confirmou-se a capacidade do PMeV em infetar experimentalmente as
gramineas Brachiaria decumbens e Pennisetum clandesinum e as plantas

nao manifestaram sintomas.

¢ Os resultados evidenciam o primeiro registro de plantas hospedeiras do
Papaya meleira virus e a adaptacdo do virus em gramineas, constituindo

potenciais reservatérios do virus nas culturas de mamoeiro.

e A presenca destas duas espécies de gramineas em pomares comerciais de
mamao passa a representar um fator adicional na epidemiologia da doenca,
gue pode explicar a sua dispersao temporal e espacial, bem como a maior

incidéncia de plantas infectadas nos pomares proximos a pastagens.

e A eliminacdo destas plantas dos pomares pode constituir em uma

importante estratégia para o controle e manejo da doenca.
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