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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivo estudar dez isolados virais ( LNS-1 a
LNS-10) oriundos de regides produtoras de maracujazeiro em Livramento de
Nossa Senhora/BA. Quatro desses isolados, escolhidos com base nos sintomas
induzidos nas plantas hospedeiras (LNS-2, LNS4, LNS-9 ¢ LNS-10), foram
inoculados em plantas jovens de maracuja-‘amarelo’, genétipo ‘A9 x E32’, para
avaliagdo da sua infectividade e velocidade de translocacdo em plantas que
tiveram a folha inoculada destacada, 24, 48 e 72 horas apos a inoculagdo (HAI)
do Cowpea aphid borne virus (CABMV). Nesse mesmo experimento foi
estudado o progresso da doenga e a concentragdo de virus nas plantas,
submetidas aos diferentes tratamentos de destacamento foliar, por PCR em
tempo real. Posteriormente os dez isolados tiveram o fragmento gendmico
referente ao gene capsidial amplificado e analisado, com um estudo da sua
filogeografia. O isolado LNS-9 foi o que apresentou maior incidéncia e
severidade de sintomas, quando as plantas submetidas a destacamento foliar
foram avaliadas, aos 8 dias ap6s a inoculagdo. Isso indicou que esse isolado
possui uma maior velocidade de translocacdo na planta, em relagdo aos outros
trés isolados testados, que, apesar de terem apresentado um comportamento
semelhante entre si, diferiram das parcelas controle. As concentragdes de virus
nessas plantas sem destacamento foliar foram semelhantes quando avaliadas aos
35 e 60 DAI. A maior diferenca nas concentragdes virais foi observada quando
as folhas foram destacadas 72HAI, as concentragdes dos isolados LNS9 e LNS-
10 foram significativamente maiores nas plantas inoculadas, em relagdo aos
outros dois isolados. Essa técnica de destacamento foliar revelou-se como uma
boa alternativa para testar a resisténcia de materiais obtidos em programas de
melhoramento genético. Nos estudos moleculares, alguns isolados apresentaram
diferentes porcentagens de identidade entre si e entre as sequéncias de isolados
depositadas no banco de dados, o que levou a um agrupamento diferenciado,
quando submetidos a analise filogenética. Na analise filogeografica, a pequena
populagdo de isolados estudada neste trabalho mostrou-se geneticamente
distinta, distante de isolados da mesma espéciec de virus que causa
endurecimento dos frutos no continente africano, bem como da espécie viral
causadora do endurecimento dos frutos na Australia. Os resultados aqui
apresentados ampliam os conhecimentos acerca do CABMYV incidente no Brasil
e, consequentemente, geram suporte para futuros estudos de infectividade,
divergéncia genética e caracterizagdo molecular de outros isolados virais de
interesse.

Palavras-chave: Maracuja. Virose. Filogeografia. Destacamento Foliar.



GENERAL ABSTRACT

The aim of this work was to study isolates from different regions where
there are several fields of passion fruit in Livramento de Nossa Senhora/BA.
Different strains were inoculated on young plants of yellow passion fruit aiming
to evaluate the infectivity of these isolates by observing the incidence and
severity. The plants were inoculated with viral isolates to identify which of them
are most infective, according to inoculated leaf detachment for identification of
strains with high infectivity potential. We also analyzed nucleotide sequences of
the coat protein in order to identify differences related to phylogeny among the
different isolates and also determine the genetic divergence in relation to other
isolates that have sequences deposited in GenBank. It was possible to identify
isolates with differences in the infection features of plants and induced
symptoms. According to molecular studies, some isolates has shown different
percentage of identity between themselves and the sequences of isolates
deposited in the database, which reflected a different group when submitted to
phylogenetic analysis. Under the phylogeographic perspective, the small
population of isolates studied in this work showed distant genetically, becoming
isolated group from the same type of virus that causes hardening of the fruit on
the African continent as well as the viral species causing the hardening of fruits
in Australia. The results presented here extend the knowledge of the incident
CABMV in Brazil and thus generate support for future studies of infectivity,
genetic divergence and molecular characterization of other viral isolates of
interest.

Keywords: Passion fruit. Viral Disease. Phylogeography. Leaf Detachment.
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CAPITULO 1

Revisdo: A virose do endurecimento dos frutos e o maracujazeiro-‘amarelo’
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1 INTRODUGCAO GERAL

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations -
FAO (2010), em 2008, a producdo de frutas frescas no mundo alcangou mais de
26 milhdes de toneladas. O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas,
atras apenas da China e da India, apresentando, em 2008, uma 4rea plantada de
quase 6,5 milhdes de Hectares no ano de 2008 (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2010). Dentre as frutas mais
produzidas no Brasil, estdo a Laranja, a Banana, a Manga ¢ o Maracuja, que
ocupa a 12* posicdo no ranking de produgdo de frutas no pais. O Nordeste
brasileiro ¢ a regido que mais produz, sendo a Bahia o Estado de produ¢do mais
expressiva, respondendo por mais de 40% da produgdo nacional (IBGE, 2010).

O maracujazeiro-‘amarelo’ (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa O.
Deg.), pertencente ao género passiflora, familia Passifloraceae, ¢ uma das mais
importantes culturas frutiferas no Brasil. Este género abrange mais de 400
espécies, sendo caracterizado como o maior dos 12 géneros, amplamente
distribuidos nos tropicos (ANJOS; JUNQUEIRA; CHARCHAR, 2001). As
principais espécies do género passiflora comercializadas no Brasil sdo o
maracuja-‘amarelo’ e o maracuja-doce (Passiflora alata Curtis) (SOUZA,;
MELETTI, 1997).

Apesar da sua importancia, além de ndo apresentar a produtividade
almejada pelos produtores, existem varios problemas que reduzem a capacidade
produtiva do maracujazeiro-‘amarelo’, incluindo os de natureza fitossanitaria,
como pragas e patogenos (JUNQUEIRA et al., 2005; MELETTI; BRUCKNER,
2001). Dentre esses patogenos, o Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
e o Passion fruit woodiness virus (PWV), que causam o endurecimento dos

frutos do maracujazeiro, sao considerados os de maior importancia econémica.
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Os primeiros relatos acerca do endurecimento do fruto em maracuja,
feitos no Brasil, foram baseados principalmente em suas propriedades bioldgicas
e de transmissdo e consideraram como agente etiolégico o PWV (CHAGAS et
al.,, 1981; KITAJIMA; CHAGAS; CRESTANI, 1986; YAMASHIRO;
CHAGAS, 1979). Entretanto, quando a caracterizagdo molecular desse virus
comegou a ser feita no pais, observou-se que a sua identidade de nucleotideos foi
consideravelmente maior com os isolados de CABMYV, o que levou a considera-
lo como um isolado/estirpe viral pertencente a essa espécie (BRAZ et al., 1998;
NASCIMENTO et al., 2004; SANTANA et al., 1999).

A obtengdo de fontes de resisténcia a essas viroses € a incorporagdo de
genes de resisténcia em selecdes comerciais sdo objetivos basais dos principais
programas de melhoramento do maracujazeiro-'amarelo’ no Brasil (MELLETTI
et al., 2005). No entanto, as estratégias até entdo desenvolvidas nido foram
efetivas o suficiente para controlar ou erradicar a doenga dos pomares de
produgdo. Estudar e conhecer o patdogeno constitui numa boa estratégia inicial na
tentativa de entender os mecanismos de acdo do patégeno e a sua interagdo com
a planta hospedeira.

Nesse trabalho foram estudados dez isolados virais de CABMV
oriundos de campos de producdo em Livramento de Nossa Senhora/BA, com
0 objetivo principal de investigar a interagdo de quatro deles com dois
genotipos de maracujazeiro-‘amarelo’, obtidos no programa de melhoramento
da UESB, e de realizar a caracterizacdo molecular de todos eles visando
conhecer a sua variabilidade e identidade com outros isolados j& descritos no
GenBank, bem como fazer inferéncias filogeograficas sobre essa populagao de

dez 1solados brasileiros de CABMV.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A fruticultura mundial e brasileira

A fruticultura é um segmento de importancia expressiva na geragido de
empregos ¢ renda, além de também contribuir para uma alimentagdo mais
saudavel e nutritiva para a populagdo mundial. Assim sendo, o contexto socio-
econdmico de um pais pode ser dependente de aspectos importantes
determinados pela fruticultura, como demanda de mao de obra, fonte alternativa
para pequenas propriedades rurais, desenvolvimento de agroindustrias de
pequeno ou grande porte e possibilidade de aumento nas divisas das exportacdes
com conseqiiente contribui¢do para a diminui¢do das importa¢des. Em adigao,
oferece a possibilidade de enriquecimento alimentar com fontes de vitaminas,
sais minerais, proteinas e fibras indispensaveis ao organismo (FACHINELLO;
NACHTIGAL, 2009).

Considerando-se a produ¢do mundial, o montante de frutas colhidas
alcanga a média de aproximadamente 340 milhdes de toneladas por ano. Dados
da Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO/ONU)
mostraram que, nesta década, a produgdo mundial aumentou 26% em relagdo a
década anterior, levando-se em conta as médias dos triénios 1993/95 e 2003/05.
Acompanhando esse aumento, a receita mundial com exportagdo de frutas
apresentou um crescimento de 62% devido a abertura de novos mercados
consumidores e maior rapidez na distribuicdo dos produtos (VITTI; BOTEON,
2008).

O Brasil, em 2005, ocupava o terceiro lugar na producdo mundial,
respondendo pela producdo de 41,2 milhdes de toneladas de frutas (OLIVEIRA-
JUNIOR; MANICA, 2006), sendo a China o grande lider do mercado mundial

(167 milhdes de toneladas). Atualmente, as posi¢cdes no ranking de producéo
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ndo foram alteradas, entretanto o Brasil produziu mais de 43 milhdes de
toneladas de frutas. A area, em hectares, utilizada para toda esta produgdo
ultrapassa os 2,2 milhdes de hectares e gera um PIB de 1,5 bilhdes de ddlares
(INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA - IBRAF, 2009).

Nem sempre tem havido uma correlacdo positiva entre producdo e
exportacdo no Brasil, pois, apesar de ser ele o maior exportador de algumas
espécies frutiferas, ainda existem muitas restrigdes impostas pelos padroes
internacionais de importacdo, devido a rigidez para a realizagdo das transagdes.
Isso faz com que o Brasil ocupe apenas o 12° lugar entre os paises exportadores
de frutas, mesmo sendo o terceiro maior produtor mundial. Os Estados Unidos e
o Japdo, por exemplo, impdem restrigdes muito rigorosas para importagdo de
frutas oriundas de areas infestadas com alguns insetos, como a mosca das frutas,
o que exige certificacdo de ‘area livre de doencas e pragas’ por parte do pais
exportador (FACHINELLO; NACHTIGAL, 2009).

Essas exigéncias fazem com que poucas sejam as culturas brasileiras que
apresentam requisitos para exportagdo para esses mercados, como ¢ o caso da
laranja e da banana. Portanto, apesar da importancia do mercado externo para o
Brasil, o seu mercado interno é o principal consumidor de sua producao fruticola
(LOURENZANI et al., 2008). Abrangendo o mercado interno brasileiro, pode-se
destacar a produgdo de laranja, a qual responde por quase metade do volume (em
toneladas) de frutas frescas produzido no pais (IBRAF, 2009).

Outra fruta de grande importancia no Brasil ¢ no mundo é o maracuja,
sendo que os maiores produtores do mundo se encontram na América do Sul,
com o Brasil ocupando o primeiro lugar em produgdo. A espécie mais plantada ¢
o maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa O. Deg.), que ocupa 97% da
area cultivada, sendo os restantes 3% plantados com maracuja-doce (Passiflora

alata Curtis) (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2007). Em 2008, o Brasil
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foi o lider mundial de produg¢ao, superando os nimeros de anos anteriores, tanto

em area plantada quanto em toneladas colhidas (IBGE, 2009).

2.2 O maracujazeiro

As espécies de maracuja sdo pertencentes a familia Passifloraceae,
sendo que o numero de géneros que compdem esta familia parece ainda incerto,
chegando ao ponto de alguns autores citarem dezoito géneros
(VANDERPLANK, 1991), dezessete géneros e mesmo doze géneros
(JUNQUEIRA et al., 2005). O maior género desta familia é o Passiflora, que
compreende cerca de 350 a 500 espécies americanas (ANJOS; JUNQUEIRA;
CHARCHAR, 2001).

O maracujazeiro ¢ uma planta tipicamente tropical e originaria do
continente sul-americano. O Brasil ¢ um dos paises de origem desta fruticola,
onde ela ¢ considerada como proveniente especificamente de areas da regido da
mata atlantica do Centro-Norte brasileiro (MANICA, 1981). Dentre as mais de
350 espécies do género Passiflora, 120 foram descritas dentro do territorio
brasileiro (BERNACCI; VITTA; BAKKER, 2003). Atualmente, imagina-se que
haja de 111 a 150 espécies no Brasil, e a regido Centro-Norte abarca a maior
distribuigdo geografica do género Passiflora (OLIVEIRA et al., 1994b; SOUZA,;
MELETTI, 1997).

As espécies maracujazeiro-‘amarelo’, maracujazeiro-‘roxo’ (Passiflora
edulis Sims), granadilla (P. ligularis), maracujazeiro-‘curuba’ (P. molissima),
maracujazeiro-‘agu’  (P. quadrangularis), maracujazeiro-‘de-cobra’  (P.
caerulea), maracujazeiro-‘laranja’ (P. 17noculol7ia) e maracujazeiro-‘doce’ (P.
alata) destacam-se na produgdo de frutos comestiveis (SOUZA; MELETTI,
1997). No ambito comercial, as espécies mais cultivadas no mundo sdo

Passiflora edulis Sims. F. flavicarpa O. Deg. (maracujazeiro-‘amarelo’ ou —
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azedo), Passiflora edulis Sims. (maracujazeiro-‘roxo’) e Passiflora alata Curtis
(maracujazeiro ‘doce’). As estimativas indicam que, dentre toda a produgdo
mundial, 90% sejam de pomares mantidos com maracuja-amarelo ¢ maracuja-
roxo, proporgdes estas devido a grande diversidade edafoclimatica a que estas
espécies se adaptam, tanto em regides tropicais quanto em subtropicais
(CARVALHO et al.,, 1999; RUFINI et al., 2002). O maracuja-roxo ¢ uma
espécie muito cultivada nos paises africanos, no sudeste asiatico e na Australia.

A ampla diversidade encontrada no Brasil proporciona uma grande
variedade no potencial das espécies de maracujazeiro, com relagdo as
caracteristicas interessantes que podem ser incorporadas no maracujazeiro
comercial, como: (i) resisténcia a doencas e pragas, (ii) menor altura do
androginoforo, (iii) autocompatibilidade entre espécies de interesse, (iv)
florescimento e frutificagdo durante o inverno (periodo de entressafra dos
maracujas comerciais) (JUNQUEIRA et al., 2005).

Apesar da ampla variabilidade existente, muito pouco ainda ¢ conhecido
acerca do potencial agrondmico da maioria das espécies passifloras. Em
trabalhos recentemente realizados, foram estudadas espécies como Passiflora
nitida HBK, Passiflora cincinnata MAST e Passiflora setacea D.C. quanto ao
potencial de reproducgdo por sementes ¢ estaquia, biologia floral, formacdo dos
frutos, ecologia e adaptagdo a novos ambientes, com o objetivo de melhor
conhecer outras espécies além das comerciais. A principal evidéncia levantada
pelos autores foi a necessidade de intensificagdo dos trabalhos de pesquisa
visando o maior conhecimento das espécies silvestres com relagdo a producao de
frutos, ao potencial ornamental ou, ainda, como material genético 1util ao

melhoramento genético e porta-enxerto (OLIVEIRA; RUGGIERO, 2005).
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2.3 A cultura do maracujazeiro amarelo

O maracujazeiro-‘amarelo’ (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa O.
Deg.) pertence a familia Passifloraceae Juss. Ex DC., da ordem Violales
(CRONQUIST, 1988).

Apesar de ser o mais cultivado no Brasil, a produ¢do de maracuja-
amarelo em larga escala é, relativamente, recente no pais, tendo adquirido
importancia econdmica a partir dos anos 70 (MELETTI; SANTOS; MIMAMI,
2000). Esta produ¢ao no Brasil vem aumentando continuamente desde que a
cultura teve sua importancia reconhecida, elevando os numeros de producao nas
ultimas 3 a 5 décadas (FERREIRA, 2005).

A regido Nordeste ¢ a maior produtora dentre todas as regides do Brasil,
responsavel por quase 70% do total produzido. Em segundo lugar, esta a regido
Sudeste, com a producdo de aproximadamente 138 mil toneladas. O estado
brasileiro que mais produz maracuja ¢ a Bahia, disponibilizando mais de 275 mil
toneladas desta fruticola em seus 20 mil hectares de pomares, o que representa o
montante de 40,2% da producdo nacional. A regido do centro-sul baiano (quase
sempre indicada como regido sudoeste) é responsavel por quase dois tergos do
total produzido no estado, totalizando aproximadamente 170 mil toneladas
colhidas em 12 mil hectares, o que equivale a 25% da produg@o brasileira. Na
regido Sudeste, os estados que mais produzem sdo Espirito Santo e¢ Minas
Gerais, ambos responsaveis por mais de 75% da produgdo de maracuja do
Sudeste brasileiro (IBGE, 2009).

A cadeia brasileira da cultura do maracuja gera diversos tipos de
empregos relacionados aos diversos segmentos: mercado de frutas frescas,
industria de sucos, geléias, doces, sorvetes, refrigerantes e licores (AMARO,
1997). O segmento de cosméticos também tem utilizado do potencial do

maracujazeiro, possibilitando a comercializagdo de sabonetes em barra e
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liquidos, cremes, xampus, condicionadores, leites, 6leos e perfumes (NATURA
COSMETICOS, 2009).

As propriedades geleificante, espessante e estabilizante das pectinas, um
dos principais constituintes da parede celular de dicotiledoneas, tem aplicagdes
na industria de alimentos de produtos lacteos, geléias, polpa de frutas, produtos
carneos, produtos de panificacdo, cerveja, entre outros (PINHEIRO, 2007). O
maracujazeiro também tem sido foco da industria farmacéutica e medicinal,
principalmente com a indicagdo de chas e farinha (feita da casca dos frutos) que
promove acdes na redu¢do do aumento de peso e redugdo dos niveis de
colesterol (FIETZ; SALGADO, 1999).

No entanto, o maior mercado consumidor do maracuja-amarelo
encontra-se voltado ao consumo in natura de frutos e na induastria de sucos.
Quando destinados ao consumo da fruta fresca, os consumidores preferem frutos
que apresentam tamanhos maiores, que tenham aparéncia atraente e sejam doces
e menos acidos (FORTALEZA et al., 2005). Ja para a agroindustria, um elevado
rendimento de suco, acidez total titulavel e teor de solidos soliveis totais
elevados sdo requeridos para o sucesso na comercializacdo (OLIVEIRA et al.,
1994a).

Para que tais caracteristicas sejam preservadas, sdo necessarias
condi¢des de cultivo favoraveis. No Brasil, as condi¢des geograficas e
edafoclimaticas s@o excelentes para o cultivo desta espécie, e isso proporcionou
grande evolugdo na instalagdo de industrias de beneficiamento de suco e no
aumento da aceitacdo comercial da fruta fresca para consumo (ABREU, 2006).

Todavia, a ampla expansdo da cultura sem a observagdo dos cuidados
devidamente necessarios propiciou o aparecimento de varios problemas que
reduzem a capacidade produtiva do maracujazeiro-‘amarelo’, dentre os quais os
principais sdo os de natureza fitossanitaria, como pragas e patdgenos

(JUNQUEIRA et al., 2005; MELETTI; BRUCKNER, 2001), que podem causar
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a redugdo significativa da produtividade; em alguns casos, até inviabilizando por

completo o cultivo da espécie na regido afetada (SANTOS-FILHO et al., 2004).

2.4 Doencas e pragas da cultura do maracujazeiro

Mesmo com as variadas possibilidades de empregos comerciais (frutas
frescas, sucos, plantas ornamentais, geléias, doces, sorvetes e licores) e a
existéncia de larga variabilidade genética in situ, a cultura do maracujazeiro-
amarelo ¢ suscetivel a varios problemas que sdo capazes de reduzir a sua
capacidade produtiva. Dentre esses problemas, os de natureza fitossanitaria,
como pragas ¢ patdgenos, s30 0S mais expressivos, uma vez que acarretam
reducdo do periodo de producdo de maracujas em campos de produgdo
(JUNQUEIRA et al, 2005; LIBERATO; COSTA, 2001; MELETTI;
BRUCKNER, 2001). Apesar de ser considerada uma cultura perene (cultivavel
por, no minimo, 3 anos), em algumas regides produtoras, tem ficado no campo
por apenas um ano, devido a alta incidéncia de pragas ¢ de algumas doengas
mais severas (YUKI et al., 2002).

E possivel citar mais de uma dezena de pragas e patogenos que infestam
0 maracujazeiro, como lagartas, percevejos, moscas, acaros, abelhas, besouros ¢
formigas (FANTON; MARTINS; FORNAZIER, 2005). Além das pragas, as
diferentes doencas que chegam a causar perda total da producéo e, por vezes, até
inviabilizam o cultivo em algumas regides podem ser causadas por: fungos,
bactérias, virus e nematoides (LIBERATO; COSTA, 2001; SANTOS-FILHO et
al., 2004), virus e fitoplasmas (KITAJIMA; REZENDE, 2001; REZENDE;
KITAJIMA, 2003).

As doengas causadas por virus tém sido consideradas as mais
significativas na cultura do maracujazeiro, devido aos elevados danos e

prejuizos causados a produgdo, bem como a dificuldade em definir estratégias de
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diagnoses seguras ¢ medidas eficazes de controle (ANDRADE; PIO-RIBEIRO,
2001). O maracujazeiro pode ser afetado por diferentes viroses em todo o
mundo, como o ‘endurecimento dos frutos’ causado pelo Passion fruit
woodiness 22nocu (PWV) e pelo Cowpea aphid-borne mosaic 22nocu
(CABMYV) ‘mosaico do pepino’ Pepino mosaic 22nocu (PepMV), mosaico
amarelo do maracuja causado pelo Passion fruit yellow mosaic 22nocu
(PYMYV), mosaico do maracuja-roxo causado pelo Purple granadilla mosaic
22nocu, enfezamento do maracuja causado pelo Passiflora vein clearing virus e
pinta verde do maracuja causado pelo Passion fruit green spot 22nocu (PFGSV)
(KITAJIMA; REZENDE, 2001; REZENDE; KITAJIMA, 2003). Entretanto,
apesar de todos esses virus poderem infectar o maracujazeiro, no Brasil o mais
expressivo € o virus do endurecimento dos frutos causado pelo Cowpea aphid-
borne mosaic 22nocu (CABMV), uma espécie do género Potyvirus, que abriga o
maior numero de virus de plantas (FAUQUET et al., 2005).

2.5 O género Potyvirus

O género Potyvirus pertence a familia Potyviridae, que ¢ uma das
familias de virus que infectam plantas, bem como de maior impacto econdémico
no sistema agricola (BERGER et al., 2005). O agrupamento nesta familia ocorre
juntamente a outros cinco géneros (Ipomovirus, Macluravirus, Rymovirus,
Tritimivirus e Bymovirus), no entanto o Potyvirus abrange 20% do total dos
virus, ja com mais de 100 espécies descritas (FAUQUET et al., 2005).

Os virus que pertencem ao género Potyvirus possuem seu genoma
disposto na forma particulas flexuosas ndo envelopadas, que variam de 680 a
900 nm de comprimento e de 12 a 15 nm de didmetro, com simetria em formato
helicoidal. O genoma dos potyvirus, em geral, ¢ composto por uma fita simples

de RNA, senso positivo, encapsulada por um capsideo composto por
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subunidades protéicas (MLOTSHWA et al., 2002). Com suas cerca de 2.200
copias e massa molecular em torno de 34 kDa (NASCIMENTO, 2006), esse
arranjo proporciona as particulas virais dos virus desse género a caracteristica
alongada e flexuosa (ZERBINI-JUNIOR; CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002).
O tamanho da cadeia polinucleotidica do genoma viral pode variar entre 9.500 e
10.000 nucleotideos. Uma proteina viral (VPg) encontra-se ligada através de
ligagdo do tipo covalente a regido 5’-terminal do genoma viral, e este, por sua
vez, ¢ poliadenilado na sua terminagao 3°, formando a cauda Poli-A (BERGER
et al., 2005).

Flanqueado por duas regides terminais que nao sdo codificadas em
proteinas (5° UTR e 3 UTR), o RNA viral dispde-se numa unica fase aberta de
leitura (Open Reading Frame — ORF) (BARROS, 2007). Esta ORF da origem a
uma poliproteina com cerca de 350 kDa, que serd clivada por atividade
enzimatica de, pelo menos, trés proteinases (P1, HC-Pro e Nia) traduzidas pela
propria poliproteina. Apos a clivagem, os produtos sdo oito proteinas, a saber:
P1, HC-Pro, P3, CI, 6K2, Nia, Nib ¢ CP (NASCIMENTO, 2006). Atualmente,
sabe-se que o genoma dos potyvirus pode produzir cerca de 8 a 10 produtos

finais apds o processo de autoproteolise (BERGER et al., 2005).

2.6 Funcoes da poliproteina viral

A fungdo de alguns dos produtos protéicos ainda é parcialmente
desconhecida da comunidade cientifica, como, por exemplo, a fungdo das
proteinas P3 e das pequenas proteinas 6K1 e 6K2 que flanqueiam a proteina CI.
Dentre algumas das mais importantes fungdes das proteinas virais dos potyvirus,
estdo a (i) replicagao viral, (ii) movimento célula-a-célula, (iii) movimento de
longa distancia, (iv) transmissdo por afideos e (v) encapsulamento do genoma

viral (PRUSS et al.,, 1997; SHUKLA; WARD; BRUNT, 1994; VERCHOT;
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CARRINGTON, 1995). A maioria das proteinas dos potivirus exerce duas ou
mais fungdes (URCUQUI-INCHIMA; HAENNI; BERNARDI, 2001).

A por¢do 5 UTR do segmento gendmico do virus tem suas fungoes
definidas como regido promotora da tradugdo e da replicagio do RNA viral
(CARRINGTON; FRED, 1990). Exerce ainda fungdes como competitividade e
adaptacdo viral (SIMON-BUELA; GUO; GARCIA, 1997) e é o local onde
ocorre o inicio da encapsidacdo da particula viral, devido a uma interacao que
ocorre entre subunidades da capa protéica e a regido 5° UTR das moléculas
virais recém-sintetizadas (WU; SHAW, 1998).

Duas das trés proteinases do genoma viral (P1 e HC-Pro) estdo
localizadas em série na fita do RNA mensageiro, proximas a regido 5° UTR. A
proteina P1 ¢ responsavel pela clivagem da juncdo exatamente entre P1 e HC-
Pro (VERCHOT; KOONIN; CARRINGTON, 1991). Além disso, tem fungdo
relacionada a replicacdo do genoma viral e pode estar envolvida no acumulo de
particulas e na infectividade do virus (VERCHOT; CARRINGTON, 1995).

A proteina multifuncional HC-Pro (Helper Component Protease) ¢ uma
das proteinas com atividade de protease que clivam a poliproteina viral
(CARRINGTON; DOUGHERTY, 1987). Além disso, esta relacionada: (i) a
transmissdo da particula viral por afideos (THORNBURY et al., 1985); (ii) (em
parte pelo) ao movimento do virus no interior da planta, tanto o movimento a
longa distancia (CRONIN et al., 1995) quanto o movimento célula-a-célula
(CRONIN et al., 1995; KASSCHAU; CRONIN; CARRINGTON, 1997); (iii) a
viruléncia do patdgeno (severidade dos sintomas), (iv) como fator acessério da
replicagdo viral (KASSCHAU; CARRINGTON, 1998), (V) ao acimulo do virus
na planta, (Vi) sinergismo viral (PRUSS et al., 1997); (vii) a transmissdo por
sementes (JOHANSEN et al., 1996) e, ainda, (viii) é caracterizada como

supressora do mecanismo de silenciamento génico (KASSCHAU;
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CARRINGTON, 1998), que ¢ uma forma de defesa dos biossistemas contra
virus.

A proteina P3 é a menos estudada dos potyvirus (NASCIMENTO,
2006). E uma das proteinas que participam do processo de replicagdo ativando
ou regulando-o, o que pode ser evidenciado pela incapacidade de replicacdo em
protoplastos de virus mutantes com inser¢ao nesta proteina (KLEIN et al., 1994).
Como a proteina P3 ¢ detectada em células infectadas tanto isoladamente quanto
em conjunto com as proteinas CI (RODRIGUEZ-CEREZO; SHAW, 1991) e
Nib (LANGENBERG; ZANG, 1997), e estas duas outras proteinas estdo
diretamente envolvidas no processo de replicacdo viral, a sugestdo é de que a
proteina P3 seja um fator acessorio de amplificacdo do genoma do virus
(URCUQUI-INCHIMA; HAENNI; BERNARDI, 2001).

A proteina formadora de inclusdo (CI — Cylindrical Inclusion) parece
estar envolvida na replicagdo viral atuando como Helicase e/ou ATPase (LAIN
et al., 1991). Ha relatos de que esta proteina também esteja relacionada ao
movimento viral célula-a-célula (CARRINGTON; HEINSEN; SHAAD, 1998).

O dominio central hidrofébico, que faz parte da proteina potyviral 6K2,
torna esta proteina capaz de associar-se a membranas, o que demonstra a
propriedade de uma possivel manuten¢do do complexo de replicagdo aportado
na membrana plasmatica das células infectadas (RESTREPO-HARTWING;
CARRINGTON, 1992).

A proteina de inclusdo nuclear (Nia), que se agrega no nucleo de células
infectadas na forma de inclusdes cristalinas, foi determinada como sendo
responsavel por diversas clivagens ao longo da cadeia poliprotéica viral. Sua
caracteristica de protease permite, inclusive, além das varias clivagens na
poliproteina, a excisdo do seu proprio sitio catalitico, o que a determina como

uma proteina autocatalitica (CARRINGTON; DOUGHERTY, 1987). Outra
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funcdo relacionada a esta proteina é o seu potencial de iniciadora da replicacdo
do RNA viral e, por isso, denominada Pro-VPg (SCHAAD et al., 1996).

Ja a proteina Nib é caracterizada como a proteina de inclusdo nuclear
‘b’. Possui um motivo protéico na regido 2571-2614 do genoma que ¢
conservada para a RNA polimerase dependente de RNA, tanto em virus animal
quanto em vegetal. Também ¢ sugerido um outro motivo, em 2506-2511, que
pode ser um dos responsaveis por uma possivel atividade de RNA polimerase
dependente de RNA (MLOTSHWA et al., 2002).

A proteina da capa protéica (CP) é outra multifuncional dentre as
proteinas potyvirais. Pode estar envolvida no movimento célula-a-célula das
particulas virais, na transmissao do virus por afideos (em associacdo com o HC-
Pro), movimento de longa distancia do virus na planta e amplificagdo do genoma
(ANDREJEVA et al., 1999; SIVAKUMARAN; SUN; KAO, 2001). Fung¢oes
como encapsidacido do genoma (ALLISON; JOHSTON; DOUGHERTY, 1986;
VARRELMANN; MAISS, 2000) e a determinagdo da sintomatologia
(HALDEMAN-CAHIL; DAROS; CARRINGTON, 1998) sdo importantes
caracteristicas associadas a proteina do capsideo.

A ultima regido no terminal 3’ do genoma viral ¢ a ndo traduzivel
(3°’UTR). As fungbes a que esta regido do genoma esta associada sdo
determinagdo de sintomatologia (RODRIGUEZ-CEREZO; SHAW, 1991), fator
acessorio a replicacio (MAHAJAN; DOLJA; CARRINGTON, 1996), ¢
promotor de replicagdo do RNA viral (HALDEMANN-CAHILL; DAROS;
CARRINGTON, 1998).
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2.7 Movimento viral no interior da planta

Dentre os mais importantes pré-requisitos para que a infecg¢do viral num
hospedeiro vegetal seja estabelecida, esta a habilidade do patdgeno em infectar a
planta e ser transportado, com sucesso, do local de infec¢do até outras partes da
hospedeira (RAO; CHOI, 2001). O ciclo viral dos fitovirus ¢ altamente
dependente do aparato molecular do hospedeiro que, com suas interagdes
compativeis com componentes virais, possibilita a replicagdo e o movimento do
patdogeno (LUCAS, 2006; ROBAGLIA; CARANTA, 2006).

Existem duas fases do movimento viral em plantas, o0 movimento célula-
a-c¢lula, ou de curta distancia, e 0 movimento a longas distancias. O primeiro ¢
caracterizado pela translocagdo do virus, apés a sua entrada e replicagdo nas
células inicialmente infectadas, de uma célula para a outra através dos
plasmodesmas (CARRINGTON et al., 1996). Este movimento entre as células é
mediado pela proteina de movimento (MP) na grande maioria dos virus de
plantas, sendo em todos. Porém, evidéncias recentes sugerem que a proteina do
capsideo viral também ¢é requerida, em alguns sistemas virais, para a ativacao do
processo. Entdo, o movimento pode ocorrer de duas formas: dependente da capa
protéica ou independente da capa protéica (RAO; CHOI, 2001).

Evidéncias que corroboram essa afirmagdo foram obtidas por delegdes
na regido amino-terminal da capa protéica e por muta¢des induzidas na porgao
central da capa protéica, em Tobacco etch 27nocu (TEV), que promoveram uma
redu¢do da movimentacdo do virus de uma para outra célula (DOLJA et al.,
1994, 1995). No entanto, outras proteinas podem também influenciar na
movimentacdo do virus. Estudos revelaram que mutacdes na proteina HC-Pro
dos potyvirus também determinam uma redugdo do movimento célula-a-célula

(CRONIN et al., 1995; KASSCHAU; CRONIN; CARRINGTON, 1997).
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2.8 Virose do Endurecimento dos Frutos

A virose conhecida como endurecimento dos frutos do maracujazeiro é
atualmente considerada como a mais importante para essa cultura (MACIEL et
al., 2009). Possui diferentes agentes causais, em areas distintas do globo
terrestre. Na Australia, onde foi inicialmente descrito por McKnight em 1953, o
endurecimento dos frutos é causado pelo Passion fruit woodiness (PWYV)
(NOVAES, 2002). A doenga também ocorre no sudeste do continente asiatico,
onde ocasionada pelo East asian passiflora (EAPV) (IWAI et al., 2006). No
continente africano, sdo outros dois agentes causais 0s responsaveis pelo
endurecimento dos frutos: Cowpea aphid-borne mosaic, estirpe South
passiflora(CABMV-SAP) (MCKERN et al., 1994; SITHOLE-NIANG et al.,
1996) e o Cowpea aphid-borne mosaic (CABMV) (LOVISOLO; CONTI, 1966).

Até aproximadamente o ano de 2004, quando o seu genoma viral ainda
ndo era conhecido, acreditava-se que o endurecimento dos frutos no Brasil
estava associado ao PWV (REZENDE; KITAJIMA, 2003). Entretanto,
evidéncias moleculares baseadas na analise comparativa da sequéncia de
nucleotideos, que codifica a proteina da capa protéica e da regido 3’ ndo
traduzida, realizada com isolados oriundos de diferentes regides do Brasil, ficou
demonstrado que o virus existente que causa endurecimento dos frutos no Brasil
possui maior identidade com 0 CABMYV africano (NASCIMENTO et al., 2004).
A partir de entdo, o agente causal do endurecimento dos frutos no pais passou a
ser creditado ao CABMV.

Desde a década de 70, quando a doencga foi primeiramente detectada no
Brasil (CHAGAS et al., 1981), sao muitos os relatos de incidéncia desta virose
por varias regides produtoras do pais (CHAGAS et al., 1981; KITAJIMA;
CHAGAS; CRESTANI, 1986; YUKI et al.,, 2002). A doenca permaneceu

restrita a regido Nordeste até a década de 80, mas, depois, disseminou-se por
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todo o territério brasileiro onde se produz maracujazeiro, na maioria das vezes,
com incidéncia de 100% nas planta¢des (REZENDE, 2006).

Com o passar dos anos, a incidéncia do agente etioldgico do
endurecimento dos frutos passou a ser detectada nos campos de producdo de
maracujazeiro dos Estados de Pernambuco (LORETO; VITAL, 1983), Sergipe,
Ceara (KITAJIMA; CHAGAS; CRESTANI, 1986), Sao Paulo (CHAGAS et al.,
1981), Minas Gerais (SAO JOSE; REZENDE; COSTA, 1994), Distrito Federal
(INOUE et al., 1995) e Para (TRINDADE et al., 1999) e, ainda, mais tarde,
Espirito Santo, Paraiba, Alagoas, Goias e Parana.

O virus ¢é facilmente transmitido por inoculagdo mecanica e por enxertia.
Muitas vezes, os proprios tratos culturais, como a poda de condugdo, a desbrota,
se nao tomados os cuidados necessarios, podem também transmitir a virose
(COSTA; VENTURA, 2005). Atuando na transmissdo de varios virus de
interesse agrondmico, Aphis gossypii (Glover) também ¢ transmissor efetivo do
CABMYV no Brasil, de modo que esta transmissdo ¢ realizada de forma nao
persistente (DIPIERO et al., 2006). Outras espécies de afideos do mesmo género
também sao relatadas como transmissoras do CABMV (COSTA, 1985).

Muito embora seja facil e rapida a transmissdo natural e mecéanica do
virus em maracujazeiro, ainda ndo ha relatos de transmissdo através de
sementes. Um relato de transmissdo por via seminifera de uma estirpe de
CABMYV ocorrente no continente africano (SANTANA; LAU, 2002) ¢ a unica
fonte que demonstra esta forma de transmissdo, mas ocorre normalmente apenas
em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) cv. Preto 153 (COSTA, 1985), podendo
essa espécie ser utilizada como fonte de indculo do virus (NOVAES, 2002).

Plantas infectadas pelo CABMV apresentam diferenciados tipos de
mosaico foliar, a depender do grau de severidade do virus infectante, podendo
ser acompanhado por manchas anelares e, em altos niveis de severidade,

formagdo de bolhas e/ou rugosidade nas folhas, frutos com espessamento
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(endurecimento) do pericarpo, que ocasiona redugdo significativa da polpa
(KITAJIMA; CHAGAS; CRESTANI, 1986; KITAJIMA; REZENDE, 2001). Os
frutos podem apresentar-se deformados, pequenos e duros, com bolsas de goma
no albedo espesso, acarretando comprometimento da produtividade e
longevidade das plantas infectadas (CUNHA; BARBOSA; FARIA, 2004). E
também caracteristica desse género de virus a formagdo de inclusdes lamelares
do tipo cata-vento, tanto no nicleo quanto no citoplasma das células hospedeiras
(GIORIA, 2003; SIVAKUMARAN; SUN; KAO, 2001).

Na regido de Alta Paulista, SP, Yuki et al. (2002) demonstraram o
potencial deste virus quando ele infecta mudas de maracujazeiro, acarretando
perdas entre 50-80% no caso de infecgdo precoce. Eles observaram que, além de
reduzir fortemente a produtividade, essa virose vem tornando a cultura anual,
inviabilizando, por vezes, a manutencao do plantio por mais dois ou trés anos

(YUKI et al., 2002), o que acarreta grandes perdas financeiras ao passicultor.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Os isolados estudados neste trabalho constituem uma pequena populagéo
de virus que causam endurecimento dos frutos no cento-sul baiano. Foi
detectada variabilidade entre esses isolados comparados com sequéncias de
isolados depositadas no GenBank e também quando comparados entre si. Com
relagdo a origem geografica, inferéncias apontam para uma maior proximidade
genética entre isolados brasileiros com espécies de virus africanas que causam
endurecimento dos frutos. Ao contrario, espécies Australianas causadoras de
endurecimento dos frutos se apresentam muito distante geneticamente dos
isolados aqui estudados.

Variagdes no potencial de inducdo de sintomas em plantas de
maracujazeiro foram detectadas entre isolados que compdem esta pequena
populagdo de virus obtida na Bahia. Evidéncias experimentais mostraram
variagdes na sequéncia do gene da capa protéica e por¢ao 3'-UTR. Entretanto,
seria prematuro concluir que essas variagdes estariam ligadas & capacidade
destes isolados analisados infectarem plantas jovens de maracuja-‘amarelo’ ou a
inducdo de sintomas na planta. Para investigar essa possibilidade, seria
necessario induzir mutagdes nas regides que apresentaram divergéncia para
investigar o seu efeito na interagdo virus-planta.

Por outro lado, a estratégia do destacamento foliar em diferentes épocas
apos a inoculacdo mecanica de diversos isolados de CABMYV, em plantas de
maracujazeiro, se revelou uma interessante ferramenta para testar novos
genotipos provenientes do Programa de Melhoramento da UESB, visando a
detecgdo de resisténcia a esse patdgeno. Nesse trabalho foi possivel detectar
isolado com alta capacidade de translocacdo apds a inoculagdo mecanica e com
alta infectividade, que pode ser utilizado para desafiar clones com potencial

resisténcia ao CABMVYV. Deste modo, a combina¢do da técnica de
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destacamento foliar a utilizagdo de isolados mais severos parece ser um
procedimento confidvel para a selecdo de genotipos resistentes.

Novos estudos de caracterizagdo molecular do genoma completo dos
isolados empregados nesse trabalho precisam ser conduzidos, para melhor
embasar as inferéncias sobre a influéncia de genes especificos na infectividade

viral e na expressao de sintomas pelas plantas hospedeiras.
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CAPITULO 2

Reacao de plantas de maracujazeiro-‘amarelo’ a diferentes isolados virais
de Cowpea aphid-borne mosaic virus

RESUMO

Neste trabalho foram estudadas a infectividade e a velocidade de
translocacdo de quatro isolados de CABMYV, denominados LNS-2, LNS-4, LNS-
9 ¢ LNS-10, oriundos de campos de produgdo de Livramento de Nossa Senhora
— Bahia, ap6s inoculagdo mecanica em plantas de maracujazeiro amarelo do
genotipo ‘A9 x E32°. Os experimentos se constituiram de cinco tratamentos com
1 planta cada e 9 repeti¢des, sendo: destacamento da folha inoculada decorridas
24, 48 e 72 horas apds a inoculagcdo (HAI), controle 1 (ndo inoculagdo das
plantas) e controle 2 (ndo destacamento da folha inoculada). A avaliagdo da
incidéncia e severidade dos sintomas foi feita aos 8, 20, 35 e 60 dias apds a
inoculagdo (DAI), sendo que em cada uma das trés ultimas épocas de avaliacdo
foram coletadas folhas no é&pice das plantas infectadas para avaliagdo da
concentracao viral por PCR em tempo real. Na primeira avalia¢do, aos 8 DAI, os
maiores niveis de incidéncia e severidade foram verificados nas plantas
inoculadas com o isolado LNS-9. As plantas inoculadas com os demais isolados
comportaram-se de modo semelhante entre si e apresentaram indices de
incidéncia e severidade diferentes das plantas controle quando as folhas
inoculadas foram destacadas 24 HAI, mas ndo diferiram estatisticamente destas
quando o destacamento foi feito aos 48 ¢ 72 DAI. Nos tecidos coletados aos 20
DAI as concentragdes de virus tenderam a aumentar com o aumento do intervalo
entre a inoculagdo e o destacamento foliar, para todos os isolados e épocas de
destacamento, mas concentracdes de todos os isolados nas plantas com
destacamento foliar 24 HAI e 48 HAI, foram significativamente menores
quando comparadas com os outros tratamentos. As plantas inoculadas com o
isolado LNS-9 apresentaram concentracdes virais maiores enquanto que as
infectadas com o LNS-2 foram bem menores, em todas as épocas de
destacamento foliar, em relagdo aos demais isolados. Na segunda e terceira
avaliagdes, aos 35 e 60 DAI, nas plantas que tiveram as folhas destacadas 72
HAI, as concentragdes nas inoculadas com os isolados LNS-9 ¢ LNS-10 foram
semelhantes entre si, mas significativamente maiores do que as naquelas
inoculadas com os isolados LNS-2 ¢ LNS-4, cujos valores permaneceram iguais
ou menores do que os obtidos no destacamento de 24 e 48HAL

Palavras-chave: Maracuja. CABMV. Infectividade. Destacamento Foliar.
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ABSTRACT

Passion fruit is one of the most important crops in Brazil. This country is
the world's largest producer of passion fruit. The production has been
significantly affected by woodiness the fruit caused by Cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV). The infectivity and rate of translocation of four
CABMYV isolates were studied and these isolates were identified as LNS-2,
LNS-4, LNS-9 and LNS-10. These isolates were collected in production fields
of Livramento de Nossa Senhora, State of Bahia, Brazil. Yellow passion fruit
seedlings, of genotype 'A9 x E32' were infected with the different isolates by
mechanical inoculation. The experiment was assayed with five treatments with
one plant each and nine replicates. The treatments follow time of detachment of
the leaf inoculated elapsed one, two and three days after inoculation (DAI), a
control 1 (non-inoculated plants) and control 2 (no detachment of the inoculated
leaf). At 8 DAI, we evaluated the incidence ('I') and ('S') severity of symptoms
and confirmation of infection was performed by conventional one-step RT-PCR.
The highest levels of incidence and severity were identified in inoculated plants
with isolate LNS-9, which did not differ from control 2 plants, even when the
sheet was highlighted one day after inoculation (‘I’: 0,2 <p <04; ‘S’: 0,14 <p
< 0,82), showing us a high rate of viral translocation from the inoculated leaf.
Inoculated plants with other isolates reacted similarly to each other, and showed
incidence and severity different from control 2 plants when leaves inoculated
were detached one day after inoculation, but these same plants did not differ
when the detachment was made at 2 and 3 DAI (‘I’: 0,12 <p <£0,50; ‘S’: 0,13 <
p < 0,76). The determination of the infectivity and rate of translocation of these
isolates on the plant can be considered as an important tool to test resistant
passion fruit genotypes to CABMYV. Studies of the sequence of the coat protein
gene also showed significant differences among these four isolates.

Keywords: Passion fruit. CABMV. Infectivity. Leaf Detachment.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa O. Deg.),
pertencente ao género Passiflora, familia Passifloraceae, ¢ uma das mais
importantes culturas frutiferas no Brasil. Este género abrange mais de 400
espécies, sendo caracterizado como o maior dos 12 géneros que constituem a
familia Passifloraceae, amplamente distribuida nos trdpicos (ANJOS;
JUNQUEIRA; CHARCHAR, 2001).

A produtividade média de maracuja no Brasil, cerca de 10 t/ha, ainda ¢é
considerada baixa se comparada a alguns relatos em torno de 30 a 50 t/ha
(ANJOS; JUNQUEIRA; CHARCHAR, 2001; MALAVOLTA, 1994;
RUGGIERO, 1987). Isso porque a ampla expansdo da cultura, sem a observacao
dos cuidados necessarios, propiciou o aparecimento de varios problemas que
reduzem a capacidade produtiva do maracujazeiro-‘amarelo’, incluindo os de
natureza fitossanitaria, como pragas e patogenos (JUNQUEIRA et al., 2005;
MELETTI; BRUCKNER, 2001), que podem causar a redugdo significativa da
produtividade, até inviabilizando por completo, em alguns casos, o cultivo da
espécie na regido afetada (SANTOS-FILHO et al., 2004).

Dentre as doengas que acometem o maracujazeiro-amarelo, a virose do
endurecimento dos frutos, causada pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV) e/ou Passion fruit woodiness virus (PWV), ¢ considerada a de maior
importancia econdmica. Os primeiros relatos do endurecimento do fruto em
maracuja, feitos no Brasil, foram baseados principalmente em suas propriedades
bioldgicas e de transmissdo e consideraram como agente etioldogico o PWV
(CHAGAS et al, 1981; KITAJIMA; CHAGAS; CRESTANI, 1986;
YAMASHIRO; CHAGAS, 1979). Entretanto, quando a caracterizagdo
molecular desse virus comegou a ser feita no pais, observou-se que a sua

identidade de nucleotideos foi consideravelmente maior com os isolados de
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CABMYV, caracterizando-o como um isolado/estirpe viral pertencente a essa
espécie (BRAZ et al., 1998; NASCIMENTO et al., 2004; SANTANA et al.,
1999).

Por ser um virus transmissivel por vetor, o controle do CABMV no
campo ¢ dificil e, na maioria das vezes, ineficiente. Assim sendo, uma das
alternativas mais desejadas seria o uso de cultivares resistentes, capazes de
conviver com a virose no campo com o minimo de perdas possivel. No entanto,
tem sido notada uma variabilidade natural na infectividade e agressividade dos
isolados, de modo que diferentes isolados virais de CABMV provenientes do
maracujazeiro podem apresentar niveis de infectividade distintos que, além de
induzir sintomas com diferentes severidades, sdo capazes de invadir
sistemicamente a planta com velocidades distintas. Portanto, a sua distin¢ao e a
definicdo de métodos de inoculacdo artificial precisos sdo fundamentais para o
éxito na detec¢do de eventuais fontes naturais de resisténcia no maracujazeiro ao
CABMV.

Considerando-se a necessidade de caracterizar os isolados de CABMV,
que tém sido utilizados para testar a resisténcia de maracujazeiros nos programas
de melhoramento da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), este
trabalho foi realizado com quatro isolados virais pré-selecionados com base na
reacdo de plantas inoculadas mecanicamente, visando testar e¢ definir uma
metodologia de inoculagdo e avaliagdo de sintomas em plantas de
maracujazeiro-‘amarelo’ genotipo ‘A9 x E32’, bem como determinar a

infectividade e velocidade de translocacao dos diferentes isolados nessas plantas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencédo e manutencao de isolados virais

Os 4 isolados virais utilizados foram obtidos em diferentes fazendas no
municipio de Livramento de Nossa Senhora/BA, principal poélo produtor de
maracuja-amarelo da regido Sudoeste da Bahia. Os isolados foram coletados em
plantas infectadas de campos de producdao de maracuja-‘amarelo’, de diferentes
localidades, apresentando sintomas severos da virose, e transferidos para o
Laboratorio de Biologia Molecular da UESB, onde foram identificados como
LNS-2, LNS4, LNS-9 e LNS-10. Esses isolados foram enviados para o
Laboratorio de Virologia Molecular do Departamento de Fitopatologia da
UFLA, onde foram inoculados mecanicamente em plantas de P. edulis, sendo as
folhas com sintomas dessecadas e estocadas em freezer a -20 °C e a -80 °C, para
utilizagdo no decorrer desse trabalho. Periodicamente, foram feitas inoculagoes
mecanicas em plantas de feijdo caupi (Vigna unguiculata L.) subsp. unguiculata
Walp., cv. ‘Pitiuba’, e de Nicotiana benthamiana L. para re-multiplicagdo e

manutengdo desses isolados.

2.2 Origem e obtencéo do geno6tipo 'A9 x E32"

O gendtipo de maracujazeiro denominado 'A9 x E32' é constituido por
uma progénie de irmaos-completos, obtidos na UESB por meio de cruzamentos
dirigidos, mediante polinizagdo manual entre plantas de maracujazeiro-
‘amarelo’, e foram geradas com o objetivo de manter baixa a variabilidade
genética entre as repetigdes, entre tratamentos e dentro do tratamento.

Na geragdo das progénies, as flores dos gendtipos receptores de polen

foram abertas manualmente quando se encontravam em pré-antese, emasculadas
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e, posteriormente, isoladas com embalagem de papel vedada com elastico. A
polinizagdo foi realizada algumas horas apos o isolamento da flor, considerando
que, apos o periodo aguardado, encontrar-se-iam no estagio ideal de curvatura
dos estigmas, parcialmente curvados ou totalmente curvados, o que sinaliza
maior receptividade do estigma para fecundagdo (BORGES et al., 2003).
Decorridas 48 horas da realizagdo do cruzamento, foram retiradas as
embalagens de papel, identificando-se a genealogia das sementes de cada fruto
gerado com a colocacdo de etiquetas de papel vegetal no ramo onde se
encontrava o fruto. O fruto foi protegido por embalagem de papel durante alguns
dias para um melhor desenvolvimento inicial. Ap6és um periodo de,
aproximadamente, 45 a 60 dias, os frutos foram coletados para retirada das
sementes. Estas foram lavadas, secadas e armazenadas a 4 °C, para posterior

utilizacio.

2.3 Caracterizacao da infectividade dos isolados

A avaliacdo da infectividade dos isolados foi baseada na incidéncia e na
severidade dos sintomas apresentados pelas plantas de maracujazeiro-‘amarelo’,
gendtipo 'A9 x E32', inoculadas mecanicamente com o CABMV. Nesse
experimento, os quatro isolados virais foram inoculados mecanicamente nas
folhas basais das plantas, que foram destacadas em diferentes épocas apds a
inoculagdo. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente
casualizado, constituido por quatro blocos, representados pelos diferentes
isolados, e 5 tratamentos, sendo: destacamento da folha inoculada em 3
diferentes periodos: 24, 48 e 72 horas apds a inoculagio (HAI), ndo
destacamento da folha (controle 1) e planta ndo inoculada (controle 2),
utilizando-se uma planta com 9 repeti¢goes (Figura 1). A inoculagdo mecanica foi

feita com o extrato foliar de plantas de maracujazeiro infectadas, obtido por
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maceracdo dos tecidos em solugdo tampao fosfato 0,01M pH 7,0, contendo
sulfito de sddio na mesma molaridade. Esse extrato foi friccionado em plantas
sadias, previamente polvilhadas com carborundum (carbeto de silicio — malha
600 mesh), e em seguida as folhas foram lavadas com agua corrente ¢ as plantas
mantidas em casa de vegetagdo até a avaliacao final dos sintomas, que foi feita

aos 8, 20, 35 e 60 dias apos a inoculagao (DAI).

Isolado LNS-2 Isolado LN5-4 Isolado LNS-9 Isolado LNS-10
GO00C 00000 00600 Q00000
3888 d8888 49983 98388
Q0O 0 Q Q Q Q Q00 Q Q0 O
Q0000 Q00 00 Q000 Q0000
Q0000 QOO0 00 Q
Q0000 00808 88988 88868
Q0 000 000 00 O ONONONO) Q0000
Q0 000 000 00 0 Q000 (O ONONONG.
OO0 000 000 00 O 0000 O000O0
Legenda:

C —Controle 1 (plantas ndoinoculadas)
T1 — Nio destacamento da folhainoculada (controle 2)
T2 — Destacamento da folha inoculada 24 hai (grupo-teste)
T3 — Destacamento da folha inoculada 48 hai (grupo-teste)
T4 — Destacamento da folha inoculada 72 hai (grupo-teste)

Figura 1 Croqui da montagem do experimento em casa de vegetacao

2.4 Avaliacao da sintomatologia foliar

Todas as plantas inoculadas foram avaliadas visualmente, em casa de
vegetacdo, aos 8, 20, 35 e 60 DAI, determinando-se a incidéncia e a severidade
de sintomas em todas as folhas das plantas inoculadas, expressa pela
percentagem de plantas mostrando sintomas entre as inoculadas. Para avaliagdo
da severidade dos sintomas, foi empregada a Escala de Notas (EN), sendo: [0 =

auséncia de sintomas; 1 = mosaico leve e sem deformacdes foliares; 2 = mosaico
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severo e sem deformacgdes foliares ¢ 3 = mosaico severo com bolhas ¢ 4 =
deformacgdes foliares do tipo enrolamento, encarquilhamento, com mosaico
severo (NOVAES; REZENDE, 1999). As notas obtidas empregando-se esta
escala foram utilizadas para calcular o indice de Intensidade de Infecgio (III),
que variou de 0 a 100 (CZERMAINSKI, 1999), conforme descrito por Silva
(1969). As médias finais foram obtidas pelo uso de planilha do Microsoft Excel,
previamente preparada com as formulas e transformagdes indicadas, gentilmente

cedida pela Dra. Ana Beatriz Czermainski.

2.5 Estimativa da area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD)

Foi estimada a area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD)
(CAMPBELL; MADDEN, 1990), baseada nas observagdes periddicas da
severidade da sintomatologia foliar da virose. A 4area abaixo da curva do
progresso da doenca foi gerada agregando-se numa s6 média os valores do ‘III’

de cada avaliagdo sintomatologica.

2.6 Andlise estatistica

Todas as analises e testes estatisticos utilizados para processamento dos
dados dos ensaios foram feitas com o emprego dos softwares Microsoft EXCEL
2007, Teste Exato de Fisher (TEF) por tabela de contingéncia 2x2
(http://www.physics.csbsju.edu/stats/fisher.form.html), Bioestat v. 5.0 (AYRES
et al., 2007). Para verificagao da normalidade dos dados, foram realizados o teste
de Kolmogorov-Smirnov ¢ o de Shapiro-Wilk. A analise de variancia foi
realizada de acordo com o teste de Kruskall-Wallis. Também foi conduzido teste
de separagdo de médias, quando se julgou necessario, utilizando-se do teste de

Skott-Knott.
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2.7 Determinacdo da concentracdo viral por PCR quantitativo em tempo
real

A quantificag@o da concentracdo viral das plantas foi realizada mediante
utilizag¢do do kit Platinum SYBR Green (Invitrogen). O par de primers utilizado
foi 0 qCABMV-F05: 5> TCAAGCCCATCGTGGAGAAT 3’ ¢ qCABMV-RO05
5" CCCTTCAGAATTTCTCATCTCAATG 3°, que geraram um fragmento de
100 pb. Foram seguidas as recomendagdes do fabricante para todas as etapas do
procedimento, desde a sintese da fita de cDNA até a reagdo final de
quantificacdo em tempo real, que foi realizada no aparelho ABI7500 nao-fast
(Applied).

O material utilizado para extragdo do RNA total foi a penultima folha do
apice de cada planta, sendo esta destacada nas trés tltimas €pocas de avaliacao
(20 DAL, 35 DAI e 60 DAI). O processamento das folhas foi realizado utilizando
2g de tecido vegetal, seguindo o método TRIzol de extragdo de RNA.

A eficiéncia dos primers foi realizada mediante dilui¢do seriada (10™) do
vetor plasmidial recombinante com o gene da capa protéica do virus inserido por
clonagem génica. A melhor amplitude de amplificagdo desta mesma diluicao
seriada foi utilizada para a elaboragdo da curva padrdo e estimar a carga viral
apos quantificagdo do nimero de copias existente nas amostras. As médias finais
utilizadas para a analise estatistica resultaram de quatro repeti¢des, com uma
planta por tratamento, onde cada unidade amostral teve sua reacdo de PCR

conduzida em triplicata técnica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacgdo da reacao das plantas a infeccdo viral

Na primeira avaliacdo sintomatologica, realizada aos 8 DAI, ja foi
possivel a diferenciagdo dos niveis de infeccdo para todos os isolados virais
inoculados nas plantas de maracujazeiro-‘amarelo’. Nessa época de avaliacao,
dentre as plantas inoculadas com os quatro isolados, a incidéncia e severidade
dos sintomas induzidas pelo LNS-9 nao foram estatisticamente diferentes das
plantas controle, em que as folhas inoculadas ndo foram destacadas, nas trés
épocas de destacamento foliar (Tabela 1). Os niveis do p value aos 8 DAI, para
incidéncia, variaram de 0,2 a 0,4 entre os tratamentos do LNS-9 (TEF) e os
valores de p para a severidade dos sintomas variaram entre 0,14 e 0,82. E
importante ressaltar que nessa avaliagdo apenas as plantas inoculadas com esse
isolado ndo diferiram estatisticamente das plantas controle, quando o
destacamento foi feito 24 HAI, apresentando sintomas foliares considerados
muito severos (nivel 3, segundo a escala de notas). Algumas diferengas nos
sintomas provocados pelos diferentes isolados nas plantas inoculadas sdo
mostradas na Figura 2.

O mesmo ndo aconteceu com os demais isolados, que induziram
sintomas que diferiram estatisticamente dos observados nas plantas controle, na
primeira época de avaliagdo, com destacamento 24 HAI, tendo o valor de p para
incidéncia variado entre 0,001 ¢ 0,02 e o para a severidade entre 0,01 e 0,02.

O comportamento das plantas que foram inoculadas com os 4 isolados,
quando avaliadas aos 8 DAI, foi semelhante naquelas inoculadas com os
isolados LNS-4 e LNS-10, que apresentaram uma tendéncia de aumentar a
severidade dos sintomas com o aumento do periodo entre a inoculagdo e o

destacamento foliar. Por outro lado, os sintomas induzidos pelo isolado LNS-9
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apresentaram uma severidade média de 4,3 no destacamento 24 HAI, enquanto
que no de 48 HAI diminuiram para 1,6 ¢ aumentaram novamente para 2,5 72
HAI. O LNS-2, por sua vez, induziu sintomas com severidade média igual a 0,8,
com destacamento 24 HAI, aumentou para 5,2, com 48 HAI e diminuiu
novamente para 1,7 com destacamento 72 HAIL. Observou-se, portanto, que
destacar a folha das plantas inoculadas 24HAI, com os isolados LSN-2, LNS-4 ¢
LNS-10, pareceu comprometer, de alguma forma, a quantidade de particulas
virais que foram translocadas a partir da folha inoculada, influenciando na
incidéncia e severidade dos sintomas observados visualmente.

De certa forma, o aumento da incidéncia e da severidade dos sintomas
em plantas que ficaram por mais tempo com as folhas inoculadas ja era
esperado, pois, apos a inoculagdo viral, o virus se multiplica nas células onde
foram inoculadas e as novas progénies virais se translocam em seguida para as
células vizinhas até chegar ao xilema e/ou floema, sendo entdo rapidamente
translocado para outros 6rgaos e tecidos da planta. O movimento de uma célula
para outra célula é mais lento, pois ¢ realizado via plasmodesma, podendo o
virus se translocar na forma de particulas completas, no caso de virus
isométricos como o Cowpea mosaic virus (CPMV) e Tobacco ringspot virus
(TRSV), ou na forma de complexos ribonucleoprotéicos como o Tobacco
mosaic virus (TMV) (BOEVINK; OPARKA, 2005; LAZAROWITZ; BEACHY,
1999; LUCAS, 2006). Assim sendo, apos a inoculagdo a infecgdo sist€émica pelo
virus serd altamente dependente da sua eficiéncia em se multiplicar e da

translocacdo da sua progénie para outros tecidos da hospedeira.
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Tabela 1 Teste de Kruskall-Wallis para comparagdo das médias das notas
atribuidas as plantas inoculadas com cada isolado viral e com
todos os tratamentos realizados, considerando os valores da
severidade dos sintomas aos 8§ DAI

Tratamento Média Kruskall-Wallis!
LNS-2 - ndo destacada 3,6 --
LNS-2 — 24 HAI 0,8 S
LNS-2 - 48 HAI 5,2 Ns
LNS-2 - 72 HAI 1,7 ns
LNS-4 - nao destacada 3,0 --
LNS-4 - 24 HAI 0 S
LNS-4 - 48 HAI 1,3 Ns
LNS-4 - 72hai 2,6 Ns
LNS-9 - ndo destacada 6,8 --
LNS-9 - 24 HAI 4,3 Ns
LNS-9 - 48 HAI 1,6 Ns
LNS-9 - 72 HAI 2,5 Ns
LNS-10 - ndo destacada 4,1 -
LNS-10 - HAI 0,6 S
LNS-10 - 48 HAI 1,2 Ns
LNS-10 - 72 HAI 1,9 Ns
C.V. (%) 2,61

! Resultado da analise estatistica comparando-se com o tratamento
de folha

O tempo entre a inoculacdo ¢ a sua translocag@o pode variar com o virus,
sendo que existem estudos mostrando que a transloca¢do do Tobacco rattle virus
(TRV) em Nicotiana clevelandii ¢ de 4 horas ¢ a do TMV em N. tabacum de 5 a
6 horas (DERRICK; BARKER; OVARKA, 1992; FANNIN; SHAW, 1987).
Nesse trabalho, ap6s a inoculagdo mecanica dos quatro isolados, as plantas
tiveram as suas folhas destacadas apds 24, 48 e 72 horas, o que permitiu que as
particulas inoculadas tivessem um periodo de tempo crescente para se

multiplicar e translocar, o que parece ter sido refletido nos resultados obtidos.
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Aparentemente, o LNS-9 que induziu sintomas bastante visiveis na primeira
época de avaliacdo, diferentemente dos demais, pode ter uma maior eficiéncia
nos processos de replicacdo e transloca¢do na hospedeira. Outra possibilidade
seria o isolado induzir sintomas mais severos nas plantas, independentemente da
concentracdo das particulas virais, pois nem sempre essa ¢ diretamente
proporcional a severidade dos sintomas (RESENDE et al., 2000), dependendo da
planta e do patdégeno. Como as plantas de maracujazeiro empregadas nesse
trabalho eram uma progénie de irmaos completos, a variabilidade nos sintomas
provavelmente estava relacionada as diferengas entre os isolados de CABMV.
Aos 20 DAL a incidéncia de sintomas nas plantas inoculadas com o
isolado LNS-10, apesar de ndo diferir estatisticamente do controle (p= 0,12), foi
muito inferior ao apresentado pelos demais tratamentos (p= 1,0). Mas, de um
modo geral, da segunda época de avaliacdo em diante, 20, 35 e 60 DAI nao
foram observadas diferencas estatisticas entre os valores de incidéncia e
severidade dos sintomas das plantas inoculadas e controle, para nenhum dos
isolados inoculados, em nenhuma das épocas de destacamento foliar. Isso
porque provavelmente os isolados virais tiveram mais tempo para se multiplicar
e invadir sistemicamente a planta, resultando numa nao diferenciacdo entre os

sintomas.
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Figura 2 Sintomas foliares expressos pelas plantas inoculadas com os diferentes
isolados aos 8 DAIL: LNS-2 (A), LNS-4 (B), LNS-9 (C) e LNS-10(D),
controle: folha de planta sadia (E). Setas indicam sintomas com maior
severidade e/ou deformagdes
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3.2 Estimativa da area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD)

Os valores médios do AACPD indicaram que os sintomas induzidos
pelos isolados LNS-2, LNS-4 e LNS-10 apresentaram uma tendéncia de
apresentar um aumento significativo na severidade dos sintomas, a medida que o
periodo entre a inoculacdo e o destacamento da folha aumentou (Tabela 2),
conforme ja observado nas avaliagdes anteriores. Por outro lado, a média dos
sintomas induzidos pelo isolado LNS-9 diminuiu de 72,5 para 53,1 com
destacamento 24HAI e 48 HAI, respectivamente, para de novo aumentar para
193,4, 72 HAL

Analisando-se a média geral dos sintomas induzidos pelos 4 isolados,
nota-se que as maiores médias, que foram apresentadas pelas plantas com
destacamento foliar apos a inoculagdo, foi obtida quando este foi feito 72HAI,
sendo que o maior valor foi observado nas inoculadas com o LNS-9, seguidas
pelo LNS-10 e o LNS-4, ¢ o menor valor (141,8) foi observado nas inoculadas
com o LNS-2. Entretanto, o valor da média para as plantas controle, que nio
tiveram a folha inoculada destacada, foi menor nas plantas inoculadas com o
LNS-9 (188,3) enquanto que nas inoculadas com os demais isolados esse valor

ficou acima de 210.



61

Tabela 2 Teste de Kruskall-Wallis para comparacdo de médias de todos os
tratamentos de cada isolado viral segundo os valores de
AACPD, relativos as médias obtidas pelo ‘III’ para a severidade
dos sintomas ao longo das quatro épocas de avaliacdo

Tratamento Média Kruskall-Wallis!

LNS2 - ndo destacada 213,2 --
LNS2 - 24h 21,5 S
LNS2 - 48h 65,1 S
LNS 2 -72h 141,8 Ns
LNS 4 - ndo destacada 219,6 --
LNS 4 - 24h 80,4 S
LNS 4 - 48h 100,1 S
LNS 4 -72h 167,2 Ns
LNS 9 - ndo destacada 188,3 --
LNS 9 - 24h 72,5 S
LNS 9 - 48h 53,1 S
LNS 9 -72h 193,4 Ns
LNS 10 - ndo destacada 213,3 --
LNS 10 —24h 27,4 S
LNS 10 —48h 43,6 S
LNS 10— 72h 170,6 Ns
C. V. (%) 48,4

! Resultado da analise estatistica comparando-se com o tratamento de
folha inoculada ndo destacada entre tratamentos do mesmo isolado viral

(a=0,05). S: Significativo; Ns: Nao significativo.

Para todos os isolados houve um padrao semelhante de evolugdao dos

sintomas ao longo das épocas de avaliagdo. Graficos de AACPD para cada

isolado viral foram construidos com base nas médias apresentadas na Tabela 3

(graficos ndo mostrados), porém todos os isolados apresentaram progresso da

doenga médio, como podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3 Graficos da Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenca
(AACPD), referente as médias de severidade dos sintomas para as
quatro épocas de avaliacdo [1 (8 DAI), 2 (20 DAI), 3 (35 DAIl), e 4

(60 DAI)], representando a infeccdo

3. 3 Estimativa da concentracdo viral por PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR)

Apos teste de eficiéncia dos primers obteve-se precisao de 99,8%,

seguindo a diluicdo seriada com vetor plasmidial recombinante (dados nao
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mostrados). As melhores amplificacdes foram definidas pelas diluigdes na
faixa de 107 107

Os graficos representando a quantificagdo da concentra¢do viral nos
tecidos coletados, do apice da planta infectada, em trés épocas de avaliag@o,
podem ser observados na figura 3. Percebe-se que foi possivel diferenciar a
concentracao viral tanto entre os isolados como entre as diferentes €pocas de
destacamento da folha inoculada (Figura 4). Analisando-se os valores médios
identificados para o numero de copias do RNA viral, aos 20 DAI, nota-se que
as concentracdes de virus nos tecidos infectados, aumentaram com o aumento
do intervalo entre a inoculacdo e o destacamento foliar, para todos os isolados
em todas as épocas de destacamento da folha inoculada (Figura 4a).
Entretanto, as concentracdes de todos os isolados nas plantas com
destacamento foliar 24 HAI e 48 HAI, foram significativamente menores
quando comparadas com os outros tratamentos. Comparando-se esses valores
entre os isolados, as plantas inoculadas com o isolado LNS-9 apresentaram
concentragdes virais ligeiramente maiores enquanto que as infectadas com o
LNS-2 foram bem menores, em todas as épocas de destacamento foliar, em
relagdo aos demais isolados. Entretanto, nas plantas que ndo tiveram as folhas
inoculadas destacadas, apenas o isolado 2 mostrou uma menor concentracao,
enquanto que os demais isolados apresentaram concentragdes virais
semelhantes.

Na segunda e terceira avaliagdes, aos 35 ¢ 60 DAI, comparando-se as
concentracdes entre os isolados nas plantas controle, sem destacamento foliar,
nota-se que elas foram semelhantes, com uma pequena diferenca indicando
uma menor concentragdo para o isolado LNS-4 aos 35 DAI. Por outro lado, as
concentracdes de virus novamente foram bem menores, com pequenas
variagdes entre as plantas inoculadas com os diferentes isolados, no

tratamento de destacamento foliar 24 HAI e 48 HAI. Entre as plantas que
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tiveram as folhas destacadas 72 HAI, as concentra¢des nas inoculadas com os
isolados LNS-9 e LNS-10 foram semelhantes entre si, mas significativamente
maiores do que as naquelas inoculadas com os isolados LNS-2 ¢ LNS-4, cujos
valores permaneceram iguais ou menores do que os obtidos no destacamento
de 24 e 48 HALI

As plantas controle ndo inoculadas (C) ndo amplificaram o genoma
viral, indicando auséncia desse patogeno em seu tecidos. Todas estas
diferencas foram confirmadas pelo teste T de Student, além da significancia
observada pelos desvios das médias.

Ficou evidente a diferenca de concentracdo viral, para todos os
isolados, entre as épocas de destacamento da folha inoculada. No entanto, os
valores médios da concentracdo viral, quando comparados entre essas épocas
de destacamento, agrupando-se todos os quatro isolados do mesmo tratamento
num so valor, apresentaram desvios muito discrepantes, o que se justifica
devido as grandes diferencas identificadas, por exemplo, entre os isolados
LNS-2 ¢ LNS-4 comparados aos isolados LNS-9 ¢ LNS-10, as ‘72HAD’
(Figura 4b e 4c).
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Figura 4 Gréficos construidos com os resultados obtidos por PCR em tempo real, mostrando a estimativa da
concentracao viral, em poténcia de dez, nas plantas inoculadas com os isolados de CABMV, em trés
avaliag0es: (a) aos 20 DAI, (b) aos 35 DAI e (¢) aos 60 DAI, submetidas a quatro tratamentos: nd: nao
destacamento da folha inoculada e destacamento das folhas inoculadas 24, 48 e 72 horas apos a
inoculacao
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Apesar de todos os isolados terem induzido infeccdo sistémica nas
plantas inoculadas, houve variabilidade quanto a severidade dos sintomas
apresentados pelos diferentes isolados nesta primeira época de avaliagdo, a
semelhanca do que foi identificado com isolados de Pernambuco e Sergipe em
relacdo a isolados de outras federagdes (NASCIMENTO et al., 2006).

Além disso, os sintomas que algumas plantas infectadas com o isolado
LNS-9 foram maiores (baseado na escala de notas) do que plantas infectadas
com os demais isolados, pelo menos por uma ou algumas épocas de avaliagdo, o
que pode ter relacdo com variagdes, ligadas a determinacdo de sintomatologia e
replicagdo, existentes no genoma dos diferentes isolados (HALDEMAN-
CAHILL; DAROS; CARRINGTON, 1998). Também ¢ possivel verificar que a
concentracdo viral do LNS-9, obtida por PCR em tempo real, foi maior do que
os outros trés isolados em todos os tratamentos que tiveram a folha inoculada
destacada, exceto no controle 2 (Figura 4a).

Os resultados da quantificacdo da concentracdo viral por PCR em tempo
real também demonstraram haver diferencgas entre estes isolados. Pois, embora
submetidos as mesmas condi¢cdes ambientais, aos mesmos tratamentos e
inoculados em progénies de irmaos-completos, a severidade dos sintomas
induzidos pelos diversos isolados foram significativamente diferentes, entre
tratamentos ¢ entre isolados. No entanto, as concentragdes virais identificadas
entre as diferentes épocas de avaliagdo, para cada isolado, apresentaram-se
muito variaveis. Novaes e Rezende (2003), utilizando o teste ELISA, identificou
também concentragdes virais muito irregulares entre diferentes folhas, e até
mesmo em diferentes regides da mesma folha, ao estudar estirpes deste virus em
maracujazeiro. Os resultados aqui obtidos mostram essa dificuldade em

encontrar um padrdo nas concentragdes do virus neste trabalho, pois a
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distribuicdo das particulas na planta depende da translocagdo do virus ¢ nem
sempre sdo homogéneas nas diversas partes das plantas.

Estudos recentes, utilizando estirpes severas e fracas de Tobamovirus,
Vogler et al. (2007) demonstraram que existe correlacdo entre mutagdes na
regido viral supressora do mecanismo de silenciamento da planta e a atenuagdo
da infec¢do viral. Estas mutagdes agem contornando a a¢do supressora de
silencimento do virus ¢ podem ser selecionadas pelo virus, para reduzir os
efeitos da infeccdo na planta hospedeira e, assim, manté-la viva (NIEHL;
HEINLEIN, 2009).

Como algumas evidéncias experimentais ja corroboram, o aparecimento
de sintomas pode nao estar relacionado diretamente com a concentragdo viral na
planta hospedeira. Nesse contexto, o isolado LNS-4 foi o que apresentou os
maiores indices de sintomatologia na avaliagdo visual, ao passo que nas
avaliagdes por PCR em tempo real, ele apresentou ntimero de copias igual ou
abaixo dos outros isolados, em varios tratamentos. Ja os isolados LNS-9 e LNS-
10 apresentaram niveis de sintomatologia relativamente altos, bem como se
destacaram em varios tratamentos demonstrando um alto numero copias do virus

nas plantas inoculadas.
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CAPITULO 3

Caracterizacdo molecular, diversidade e inferéncias filogeograficas de
isolados de Cowpea aphid-borne mosaic virus da Bahia

RESUMO

Neste trabalho, foram feitas a caracteriza¢do molecular ¢ inferéncias
filogeograficas sobre uma populacdo de 10 isolados virais coletados em
diferentes fazendas da regido de Livramento de Nossa Senhora/BA,
denominados de LNS-1 a LNS-10. Os isolados LNS-5 e LNS-7 nio tiveram o
gene da capa protéica amplificado com os mesmos primers desenhados para os
outros isolados, necessitando de um outro par de primers para estes dois
isolados, devido a variabilidade na regido de anelamento dos mesmos. Motivos
conservados entre os genes NIb e capa protéicas foram identificados sem
apresentar mutacdes. Igualmente, motivos conservados integros foram
identificados na regido codificadora da capa protéica. Comparacdes filogenéticas
demonstraram um agrupamento unico para todos os dez isolados de Livramento
de Nossa Senhora. A identidade das sequéncias demonstrarou maior parentesco
com um isolado CABMV oriundo do Distrito Federal. Inferéncias
filogeograficas demonstraram haver uma separacdo dos isolados de acordo com
a origem geografica de cada um. Os resultados permitiram classificar os dez
isolados como pertencentes a uma mesma populagdo e, filogeograficamente,
distinta de todas as outras sequéncias depositadas no GenBank.

Palavras-chave: Maracuja-amarelo. Filogeografia. CABMV. Haplétipos.
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ABSTRACT

The woodiness of passion fruit viruses is now considered the most
important disease of this crop. The causative agent of this disease in Brazil is
CABMV and, despite the importance of this pathogen and culture passion, few
studies has already been carried out in comparison with others viral
pathosystems. This work aimed the molecular characterization and the study of
phylogeographic inferences upon a population of 10 isolates collected from
different farms in the region of Livramento de Nossa Senhora / BA. Isolates
LNS-5 and LNS-7 did not have the coat protein gene amplified with the same
primers designed for the other isolates, needing another pair of primers for these
two isolates. Motifs conserved identified between the NIb and coat protein genes
did not show any polymorphisms. Phylogenetic comparisons showed a single
grouping for all ten isolates of Livramento de Nossa Senhora/BA. The identity
demonstrated a greater kinship with CABMV from the Distrito Federal.
Phylogeographic inferences showed a separation of isolates according to its each
geographical origin. The results allowed us to classify the ten isolates belonged
to the same population and phylogeographic distinguished from all other
sequences deposited in GenBank.

Keywords: Passion fruit. Phylogeography. CABMV. Haplotypes.
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1 INTRODUCAO

A virose do endurecimento dos frutos do maracujazeiro ¢ atualmente
considerada como a mais importante desta cultura (MACIEL et al., 2009).
Apesar de possuir diferentes agentes causais em varias regides do mundo, no
Brasil, todos os relatos confirmaram ser o Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMYV) o causador da doenga (NASCIMENTO et al., 2004).

Os virus que pertencem ao género POtyvirus possuem seu genoma
disposto na forma particulas flexuosas ndo envelopadas, composto por uma fita
simples de RNA, senso positivo, encapsulada por um capsideo composto por
subunidades protéicas (MLOTSHWA et al., 2002). Uma das proteinas mais
importantes do genoma viral é o capsideo viral. Geralmente, ¢ associada a
diversas fungdes como movimento viral no interior da planta
(SIVAKUMARAN; SUN; KAO, 2001), encapsidagdio do genoma
(VARRELMANN; MAISS, 2000) e determinagdo da sintomatologia
(HALDEMAN-CAHILL; DAROS; CARRINGTON, 1998).

Apesar da importancia deste patogeno e da cultura do maracujazeiro,
sd0 poucos os estudos ja realizados, em comparagdo com outros patossistemas
virais. Embora a caracterizagdo molecular de isolados virais de alguns Estados
do Brasil ja tivesse sido realizada (BARROS, 2007; BRAZ et al., 1998;
CERQUEIRA-SILVA et al, 2008; NASCIMENTO et al., 2004, 2006;
NOVAES; REZENDE, 2005; SANTANA et al., 1999), ressalta-se a importancia
de identificar variagdes genéticas entre isolados diferentes, principalmente,
correlacionando-os com sua origem geografica (ABUBAKAR et al., 2003).

Diferentemente da ampla gama de estudos de variagdo genética e
estrutura populacional de virus de RNA em animais, em plantas, poucos estudos
similares foram realizados (GARCiA-ARENAL; ESCRIU; ARANDA, 2000). A

melhor compreensdo das variagdes do gene da capa protéica promove um
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melhor entendimento da diversidade de isolados e da divergéncia genética entre
populagoes de isolados.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar uma populacdo de isolados
oriundos da regido produtora de maracujazeiro-‘amarelo’ em Livramento de
Nossa Senhora/BA e inferir sobre sua origem geografica com relagcdo aos demais

isolados ja estudados em outros trabalhos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencé&o e manutengao de isolados virais

Foram estudados 10 isolados virais, obtidos em diferentes fazendas no
municipio de Livramento de Nossa Senha/BA, principal pdlo produtor de
maracuja-amarelo da regido Sudoeste da Bahia. Plantas infectadas em meio a
campos de producdo de maracuja-‘amarelo’, apresentando sintomas severos da
virose, foram identificadas, e folhas com sintomas foram coletadas de individuos
distintos nas diferentes fazendas, sendo, posteriormente, encaminhadas ao
Laboratorio de Biologia Moleuclar — UESB. Os isolados virais foram
sequencialmente identificados como LNS-1 a LNS-10. Amostras destes isolados
foram, entdo, enviadas para o Laboratorio de Fitovirologia Molecular (LFM) do
Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Os isolados foram mantidos em plantas de P. edulis, com repicagens
periddicas para plantas de feijdo caupi (Vigna unguiculata L.) subsp.
unguiculata Walp., cv. ‘Pitiuba’, e de Nicotiana benthamiana L., por inoculagdo
mecanica (maceracdo de folhas sintomaticas em solucdo tampao Fostafo de
Potéssio 0,01M pH 7,0 e posterior fric¢do da suspensdo viral sobre folhas de
plantas sadias previamente polvilhadas com carborundum (carbeto de silicio —

malha 600 mesh), seguida por lavagem das folhas com agua corrente). As
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plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, em diferentes bancadas distantes
umas das outras, para prevenir a contaminagdo entre os isolados. Algumas folhas
foram dessecadas e estocadas em freezer a -20 °C, bem como armazenadas em

freezer -80 °C para re-multiplicacdo, sempre que necessario.

2.2 Extracdo de RNA, PCR, Clonagem e Sequenciamento

2.3 Extracdo de RNA Total

Para realizar a caracterizagdo molecular do gene da capa protéicas dos
dez isolados virais, foi conduzida a extracdo de RNA total de plantas infectadas
que apresentavam infeccdo sistémica do virus. Para extragdo do RNA total,
seguiu-se protocolo Trizol (ARABIDOPSIS FUNCTIONAL GENOMICS
CONSORTIUM - AFGC, 2007), com algumas modificagdes. Dois microlitros
de cada amostra foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,7% para
verificacdo da qualidade do RNA total obtido, antes do material ser empregado

para a sintese da primeira fita de cDNA por transcrig@o reversa (RT-PCR).

2.4 Sintese de cDNA (Transcri¢do Reversa) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

O RNA total extraido das plantas infectadas foi utilizado como molde
para sintetizar a primeira fita do DNA completar (cDNA) do virus. Os
oligonucleotideos utilizados foram primers antisenso (i) desenhados a partir de
sequéncias de isolados depositadas no GenBank, (ii) desenhados a partir de
sequéncias parciais das capas protéicas dos dez isolados utilizados neste trabalho

(Tabela 1). O kit utilizado para a sintese do cDNA foi o M-MLV Reverse
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Transcriptase (Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante com
modificagdes pelo LFM-UFLA.

A reagdo de amplificacdo dos fragmentos por PCR foi realizada por
meio do Kit GoTaq DNA Polymerase ¢ GoTaq Flexi DNA Polymerase (ambos
Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante. Fragmentos amplificados
foram visualizados em gel de agarose 0,7% e, em seguida, purificados (i)
diretamente do produto de PCR (quando se amplificou somente a tinica regido
esperada) ou (ii) a partir de gel de agarose 1% (quando se amplificou mais de
uma regido). Os Kits utilizados para a purificagio do DNA foram,
respectivamente, PCR Purification Kit (NORGEN) e Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante. A
banda purificada foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,7% para

verificagdo da pureza e quantidade do DNA obtido.

Tabela 1 Primers utilizados para amplificagdo da regido codificadora
completa do gene da capa protéica

Nome do primer Sequéncia (5" 2 3") Posicédo (nt)

CABMV8364-F CCTTTCCTTCTACGATG 8364-8380
CABMV9389-R CAACCGGGGTATGGCCTC 9389-9406
CABMV8359-F GGCATCCTTTCCTTCTATG 8359-8377
CABMV9402-R CACTCTGAGCACTCCAACC 9402-9420

2.5 Ligacao dos produtos de PCR ao plasmideo vetor e screening de clones

recombinantes

Os fragmentos obtidos por PCR e purificados foram ligados ao

plasmideo pGEM-T Easy Vector (Promega) segundo as recomendagdes do
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fabricante. O produto da ligacdo foi utilizado para transfec¢do de célula
competente, Max Efficiency DH50 Competent Cell (Invitrogen) preparada
segundo as instru¢des de Hanahan (1983). O produto da transfec¢do foi
plaqueado em placas de Petri descartaveis com meio LB so6lido e equivalente a 1
uL/mL de ampicilina (100mg/mL), sobre o qual foram plaqueados IPTG
(Isopropyl-p-D-thiogalactoside) (200mg/mL) e X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-beta-D-galactopyranoside) (20mg/mL). Colonias apresentando vetores
recombinantes puderam ser selecionadas por diferencia¢do branco/azul, devido a
inatividade da B-Galatosidase nos transformantes, possibilitando a selecdo de

colonias brancas.

2.6 Extracdo de DNA plasmidial e sequenciamento

Colonias com os plasmideos recombinantes foram adicionadas em meio
LB liquido com ampicilina e submetidas as condi¢des de crescimento a 37 °C
sob agitagdo vigorosa overnight. Apos a verificagdo do crescimento, procedeu-se
com o método de lise alcalina (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989)
para a extracao plasmidial. A confirmag@o dos recombinantes que continham o
fragmento de interesse foi procedida por digestio com Enzima de Restri¢do
EcoRI, ou PCR de colonia com os mesmos primers utilizados na amplificagdo e
posterior comparagdo, em gel de agarose 0,7%, do produto da digestdo com as
bandas obtidas na PCR e purificacdo de DNA.

Os plasmideos contendo os fragmentos gendmicos de interesse foram
liofilizados e enviados para sequenciamento na Macrogen — Coréia do Sul e no
Laboratorio Central de Biologia Molecular — UFLA. O sequenciamento de cada

fragmento foi realizado nas duas dire¢des forward/SP6 e reverse/T7.
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2.7 Andlise das sequéncias

As sequéncias foram previamente ajustadas apds o sequenciamento nas
dire¢cdes Forward (SP6 promoter) e Reverse (T7 promoter). Os contigs foram
construidos utilizando o programa DNA Baser Sequence Assembler v2 (DNA...,
2010). Apos obtengdo dos contigs, foi realizada analise mediante alinhamento
local basico por intermédio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), disponivel online no website do NCBI (National Centre for
Biotechnology Information). Nesta mesma plataforma, encontra-se o banco de
dados GenBank, o qual foi fonte para a prospeccdo de sequéncias do virus ja
depositadas (Tabela 2), possibilitando a comparagido dos isolados deste trabalho
com outros isolados mediante alinhamento multiplo.

Os alinhamentos multiplos das sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos foram realizados utilizando-se o programa CLUSTALW
(CHENNA et al., 2003). Distancias genéticas e arvores filogenéticas foram
geradas utilizando-se o programa MEGA 4.1 (TAMURA et al., 2007), com

bootstrap, considerando-se valores superiores a 2.000 repeticdes.

2.8 Andlises Filogeogréficas

As sequéncias da capa protéica dos 10 isolados de Livramento de Nossa
Senhora e mais 26 sequéncias obtidas no GenBank (Tabela 2) foram utilizadas
para essas analises. Os dez isolados foram considerados como uma populagao.
Diferentemente da analise filogenética anteriormente descrita, apenas 26 das 29
sequéncias identificadas no GenBank foram utilizadas para compor esta
avaliacdo, ja que gaps existentes no meio destas trés sequéncias comprometiam

os resultados do estudo.
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Uma regido de 688 nucleotideos das sequéncias, do interior da capa
protéica, foi utilizada para alinhamento multiplo no programa ClustalW,
utilizando-se parametros padrio do mesmo. O alinhamento foi checado
visualmente para a selegdo apenas da regido que apresentou homologia dentre as
36 sequéncias utilizadas, excluindo-se regides das extremidades que possuiam
gaps.

Apo6s o alinhamento, as sequéncias foram submetidas a analise de
diversidade, polimorfismo e distancia genética pelo programa DnaSP v5.10.01
(LIBRADO; ROZAS, 2009) para a determinacdo do numero de haplétipos
existentes e das relacdes entre as distancias genética e geografica dos isolados.
Esta ultima analise gerou um arquivo de entrada para o programa Network 4.5,
no qual, com estes resultados, foi possivel desenhar a Network e determinar o
padrao de variacdo e distribui¢do que os isolados estudados apresentaram com

relagdo a sua origem geografica e distancia genética.
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Tabela 2 Sequéncias de isolados obtidos do GenBank (NATIONAL CENTER
FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 2010) e usadas
para comparagdo entre os isolados estudados

Acesso Origem Isolado Autor/Publicacéo
AY253909  Brasil CABMV-PE Nascimento et al. (2006)
AY253911  Brasil CABMYV-SE Nascimento et al. (2006)
AY433950  Brasil CABMV-SP Gioria et al. (2004)
AY433951  Brasil CABMV-F101 Gioria et al. (2004)
AY433952  Brasil CABMV-M2 Gioria et al. (2004)
AY434454  Brasil CABMV-M3 Gioria et al. (2004)
AY505342  Brasil CABMV-F144 Novaes ¢ Rezende (2005)
AY253906  Brasil CABMV-PE2 Nascimento et al. (2006)
AY253907  Brasil CABMV-PBI1 Nascimento et al. (2006)
AY253908  Brasil CABMV-PE3 Nascimento et al. (2006)
AY253910  Brasil CABMV-PB2 Nascimento et al. (2006)
DQ397526  Brasil CABMYV-PE Bnt Nascimento et al. (2006)
DQ397528  Brasil CABMV-ITB Nascimento et al. (2006)
DQ397529  Brasil CABMV-Vni Nascimento et al. (2006)
DQ397539  Brasil CABMV-SP Vcz Nascimento et al. (2006)
DQ397531  Brasil CABMV-Prp Nascimento et al. (2006)
DQ397532  Brasil CABMV-Brs Nascimento et al. (2006)
DQ397525  Brasil CABMV-MG Nascimento et al. (2006)
DQ397527  Brasil CABMV-Jgr Nascimento et al. (2006)
EU004070 Brasil CABMV-SP Kitajima et al. (2008)
AJ132414 Nigeria CABMV-Iba Boxtel et al. (2000)
AF241233 Brasil CABMV Pio-Ribeiro et al. (2000)
NC 004013 Zimbabue CABMV-Z Mlotshwa et al. (2002)
X82873 Zimbabue CABMV-Z Sithole-Niang et al. (1996)
U72204.1 Desconhecido CABMV Sae-Ung et al. (1996)
Y17822 Nigeria CABMV-Mog Boxtel et al. (2000)

Y 17824 Desconhecido CABMV Boxtel et al. (2000)

Y 18634 Marrocos CABMV-Mor Boxtel et al. (2000)
D10053 Africa SAPV Brand et al. (1993)
AF208662 Taiwan PWV Chu et al. (1999)
AJ430527 Australia PWV Dietzgen (2002)
U67149 Australia PWV-Culness Sokhandan et al. (1997)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do gene da capa protéica do isolados virais

Os produtos clonados e sequenciados possibilitaram analisar sequéncias
de até 1.062 nt, pois os primers utilizados flanquearam o gene completo da capa
protéica (1-828 nt ou 275 aa) além de grande parte da regido 3°-UTR (1-183 nt)
e pequena porcao do gene NIb (8362-8409 nt). Todos os isolados apresentaram
ORF da capa protéica de 275 aminodcidos, a semelhanga das sequéncias
depositadas no GenBank. As comparagdes foram realizadas mediante avaliacdo
da identidade entre os isolados aqui estudados e entre estes e os disponiveis no
GenBank.

Os isolados LNS-5 e LNS-7 ndo tiveram a regido da capa protéica
amplificada com o par de primers CABMV8359-F / CABMV9402-R, que foi
eficiente na amplificagdo dos outros oito isolados (dados ndo mostrados). Apos
varias tentativas, desenhou-se um novo par de primers CABMVS8364-F /
CABMV9389-R que permitiu amplificar o gene da capa protéica desses dois
isolados.

Analisando-se a sequéncia de nucleotideos da regido da capa protéica, a
identidade entre os dez isolados de Livramento de Nossa Senhora variou de 97%
(entre LNS-1 e LNS-6, LNS-4 ¢ LNS-6, LNS-5 ¢ LNS-6, LNS-6 ¢ LNS-7, LNS-
6 ¢ LNS-8) a 98% ¢ 99% entre os demais islados (Tabela 3).

Quando os dez isolados tiveram suas sequéncias de nucleotideos
comparadas com as sequéncias depositadas no GenBank, foi identificada baixa
identidade com o isolado de SAPV da Africa do Sul, o D10053, variando de 84
a 85%. A identidade entre esse isolado de SAPV e os demais isolados de
CABMV do GenBank variou de 80 a 85%. Quando comparados com o PWV, a

identidade dos isolados brasileiros foi ainda menor, variando entre de 59 a 71%
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com os trés isolados disponiveis no GenBank. Com relagdo aos isolados de
CABMY do banco de dados, o que mais se aproximou dos isolados deste estudo
foi DQ397532, de Brasilia, o qual demonstrou 92% de identidade com o isolado
LNS-6 e 94% com LNS-4. A menor identidade entre os isolados brasileiros e os
de CABMYV do banco de dados (76%) foi verificada com o isolado Y17822, de
Monguno e com o isolado AJ132414, da Nigéria, ambos com (Tabela 4).

A identidade entre as sequéncias de aminoacidos dos dez isolados variou
de 95% (entre LNS-6 e LNS-7) a 100% (LNS-1 e LNS4, LNS-2 e LNS-9, LNS-
3 ¢ LNS-10). Estes valores evidenciam que a maioria das substituicdes existente
na sequéncia de nucleotideos resultou na substituicio de aminoacidos. Isto
indica que grande parte da variagdo identificada foi de substituicdes sindnimas.
Variagdes entre os isolados de CABMV disponiveis no GenBank também foram
identificadas. As porcentagens destas variagdes foram maiores do que 76%, com
excegdo da identidade entre DQ397526 x Y18634, Y17824 ¢ Y17822, que foi de
73%, 75% e 73%, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 3 Identidade da sequéncia de nucleotideos (parte superior direita) e
aminoacidos (parte inferior esquerda) referente ao capsideo viral dos
dez isolados CABMV-LNS

\ LNS-1 LNS2 LNS3 LNS4 LNS5 LNS6 LNS7 LNS8 LNS9 LNS10

LNS-1 - 99 99 99 99 97 98 99 99 99
LNS-2 99 - 99 99 99 98 99 99 99 99
LNS-3 99 99 - 99 99 98 99 99 99 99
LNS-4 100 99 99 - 99 97 98 99 99 99
LNS-5 98 98 98 98 - 97 98 99 98 98
LNS-6 96 97 97 96 96 - 97 97 98 98
LNS-7 98 98 98 98 97 95 - 98 98 99
LNS-8 99 98 99 99 98 96 97 - 99 99
LNS-9 99 100 99 99 98 97 98 98 - 99

LNS-10 99 99 100 99 98 97 98 99 99 -
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O isolado U72204, de origem desconhecida, disponivel no GenBank,
apresentou identidade de aminoacidos de 66% com o isolado LNS-6, de 68%
com os isolados LNS1, LNS-4, LNS-5 e LNS7. Com os demais isolados, estas
porcentagens foram de 69%. Em comparagdo aos outros isolados de CABMV
disponiveis no GenBank a magnitude da variacdo foi ainda maior, sendo de 57%
(com DQ397526) a 68% (com DQ397528). Este fato chama a atencdo, pois o
referido isolado estd caracterizado como sendo pertencente a espécie CABMYV,
portanto sua identidade entre os isolados deste estudo e outros isolados de
CABMV do GenBank deveria ser acima de 76%, para seguir o padrdo dos
isolados analisados. Semelhante ao isolado U72204, identidades de aminoacidos
inferiores a 75% foram detectadas entre DQ397526 x Y18634, Y17824 e
Y17822.

A analise da sequéncia de aminodcidos mostrou ainda que os motivos
conservados que estdo representados, dentro da e flanqueando a capa protéica,
na grande maioria das espécies pertencentes ao género potyvirus, foram
identificados nos dez isolados estudados (Figura 1). Foram eles: (i) o motivo
EDVVLQS foi identificado na regido imediatamente entre os genes NIb e CP, o
que caracteriza o ponto de clivagem Q/S da poliproteina potyviral entre esses
dois produtos génicos do virus (MLOTSHWA et al., 2002); (ii) o motivo DAG,
responsavel pela transmissibilidade por insetos (ATREYA; ATREYA; PIRONE,
1991), foi identificado na por¢do N-terminal da regido codificadora da capa
protéica, (iii) o motivo altamente conservado em potyvirus, foi o (Y)AFDF(YE)
identificado na por¢do C-terminal da regido codificadora da capa protéica

(BARROS, 2007; YUN et al., 2002; ZHENG et al., 2008).
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N Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
1 LNS1 99 99 99 99 97 98 99 99 99 68 88 82 69 93 92 91 91 92 90 91 92 92 92 92 8 8 8 92 92 89 89 8 93 8 8 67 68 8 81 82 79
2 LNS2 - 99 99 99 98 99 99 99 99 69 88 82 69 93 91 91 91 91 90 92 92 92 92 92 8 89 87 92 91 89 89 8 93 8 8 68 69 8 81 8 79
3 LNS3 - - 99 99 98 99 99 99 99 69 88 82 69 93 91 91 91 91 90 92 92 92 92 92 8 8 87 92 91 89 89 88 93 8 8 68 69 8 81 82 79
4 LNS4 - 99 97 98 99 99 99 69 8 82 69 93 92 91 91 92 90 91 92 92 92 92 8 8 87 92 92 89 89 88 94 88 8 67 68 8 81 82 79
5 LNS5 - 97 98 99 98 98 68 87 82 68 93 92 91 91 92 90 91 92 92 92 91 8 8 8 92 92 88 88 87 93 8 8 70 68 8 80 8l 79
6 LNS6 - 97 97 98 98 68 8 81 69 92 90 90 90 90 8 90 91 91 91 92 84 87 8 91 90 87 87 87 92 8 8 69 68 8 81 8l 78
7 LNS7 - 98 98 99 69 87 8 69 93 91 91 91 91 90 91 92 92 92 92 8 88 8 92 91 8 87 87 93 87 86 69 68 8 8 8 79
8 LNS8 - 99 99 68 88 8 69 93 92 91 91 92 90 91 92 92 9 92 8 8 86 92 92 8 8 8 93 88 86 67 68 8 81 8 79
9 LNS9 - 99 69 88 82 69 93 91 91 91 91 90 91 92 92 92 92 8 8 8 92 91 8 8 8 93 8 8 70 69 8 81 8 79
10 LNSI0 - 69 88 82 69 93 92 91 91 92 90 91 92 92 92 92 8 8 87 92 92 8 8 8 93 88 86 68 69 8 81 8 79
11 AF208662 - 69 72 61 61 61 61 61 61 62 70 70 70 70 70 61 58 57 62 61 62 62 62 70 61 72 59 63 72 68 72 71
12 AF241233 - 82 63 8 87 87 87 87 90 8 90 90 8 8 8 8 81 87 8 90 90 90 8 88 86 62 68 8 80 83 82
13 AJ132414 - 63 81 81 8 8 8 8 82 8 83 82 8 8 76 76 8 81 81 81 81 81 8 8 66 63 8 87 87 93
14 AJ430527 - 68 68 67 66 68 59 67 67 67 67 70 68 59 61 67 69 67 67 60 66 64 59 73 64 59 62 63 64
15 AY253906 - 93 95 9 93 90 92 93 92 92 92 83 90 87 92 94 90 90 8 94 89 8 65 68 8 82 83 80
16 AY253907 - 91 91 99 8 91 91 91 91 91 8 88 8 93 99 8 8 8 92 88 84 65 68 84 8 8 79
17 AY253908 - 99 91 8 90 91 91 91 91 8 8 8 91 92 8 8 87 92 87 84 70 67 84 8 8 79
18 AY253909 - 91 8 90 91 91 91 91 8 8 8 91 92 8 8 87 92 8 83 64 67 8 79 81 79
19 AY253910 - 8 91 91 91 91 91 8 87 8 93 99 8 8 8 92 88 84 69 68 84 8 8 79
20 AY253911 - 95 93 93 94 93 84 8 84 90 89 92 92 94 8 91 8 72 68 86 81 83 81
21 AY433950 - 97 97 97 9 8 88 87 91 9 90 90 90 91 8 8 67 68 8 81 84 79
22 AY433951 - 99 98 99 8 8 88 92 91 91 91 91 92 8 87 72 68 87 82 84 81
23 AY433952 - 98 99 84 88 87 92 91 90 91 91 92 89 87 72 68 87 82 84 8l
24 AY434454 - 98 84 88 87 92 91 90 90 90 92 89 87 72 68 87 81 83 8l
25 AY505342 - 84 88 87 92 91 90 91 91 92 89 87 68 68 87 81 84 8l
26 D10053 - 80 78 83 8 8 8 84 83 83 8 61 68 85 8 8 8l
27  DQ397525 - 93 89 88 85 8 8 8 8 8 60 65 80 77 78 75
28  DQ397526 - 8 85 84 84 84 8 83 80 66 64 8 76 79 74
29  DQ397527 - 94 89 88 8 93 8 8 71 59 8 79 82 78
30  DQ397528 - 89 89 8 93 8 84 62 68 84 80 82 79
31  DQ397529 - 98 98 88 96 8 70 59 8 81 84 80
32 DQ397530 - 98 88 95 8 67 67 8 81 83 80
33 DQ397531 - 87 9 8 71 67 8 81 84 8l
34 DQ397532 - 87 8 67 59 8 81 83 79
35 EU004070 - 8 64 59 8 81 82 81
36 NC_004013 - 63 61 100 82 84 82
37 U67149.1 - 64 63 61 66 65
38 U72204 - 61 62 69 62
39 X82873 - 82 84 82
40 Y17822 - 86 86
41 Y17824 - 87
42 Y18634 -
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Tabela 5 Porcentagem da identidade da sequéncia de aminoacidos da proteina do capsideo viral entre os 10 isolados
CABMV-LNS e sequéncias de CABMV, SAPV ¢ PWYV depositadas no GenBank

N ISOLADOS 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
1 LNS1 99 99 100 99 96 98 99 99 99 89 86 94 93 90 90 93 93 93 94 94 94 94 85 82 93 93 89 90 89 94 89 B8 68 88 86 87 86 65 68 89 69
2 LNS2 - 99 99 98 97 98 98 100 99 89 87 94 93 90 90 93 93 94 94 94 94 94 85 81 93 93 8 89 B9 93 88 88 69 88 86 8 86 65 69 89 69
3 LNS3 - 99 98 97 98 99 99 100 89 87 94 93 90 90 93 93 94 94 94 94 94 85 81 93 93 89 89 89 93 88 8 69 88 8 86 8 65 68 89 69
4 LNS4 - 98 96 98 99 99 99 89 86 94 93 90 90 93 93 93 94 94 94 94 85 82 93 93 89 90 89 94 89 88 68 88 86 87 86 65 68 8 69
5 LNS5 - 9 97 98 98 98 89 86 93 92 90 90 92 92 93 93 93 94 93 85 81 92 93 88 89 89 93 88 87 68 87 8 86 85 64 67 88 69
6 LNS6 - 95 96 97 97 87 85 92 91 88 88 91 91 92 93 92 92 93 83 79 91 92 87 83 87 92 86 86 66 86 86 84 84 65 68 87 66
7 LNS7 - 97 98 98 88 87 93 92 90 90 92 92 93 93 93 93 93 84 80 92 92 88 88 88 92 87 87 68 87 85 86 86 65 68 89 68
8 LNS8 - 98 99 89 86 94 93 90 90 93 92 93 94 93 93 94 85 81 92 93 89 89 89 93 88 88 69 88 87 87 86 65 68 88 68
9 LNS9 - 99 89 87 94 93 90 90 93 93 94 94 94 94 94 85 81 93 93 89 89 89 93 88 88 69 8 86 8 86 65 69 8 69
10 LNS10 - 89 89 94 93 90 90 93 93 94 94 94 94 94 85 81 93 93 89 B9 89 93 88 88 69 88 8 8 86 65 68 89 69
11 AF241233 - 8 8 89 8 8 89 91 91 91 90 90 91 81 77 88 89 88 83 88 89 88 88 69 88 87 88 88 67 67 89 69
12 AJ132414 - 8 94 83 82 86 87 89 8 87 87 88 77 74 85 86 83 83 84 8 84 8 70 8 92 94 98 68 68 70 91
13 AY253906 - 94 93 94 94 93 93 94 93 94 94 88 81 94 95 90 90 89 96 89 88 67 88 84 86 85 64 66 88 66
14 AY253907 - 90 91 99 92 92 93 93 93 93 86 80 93 99 90 90 89 94 89 87 65 87 86 86 86 65 66 87 65
15  AY253908 - 98 90 89 8 90 90 90 90 85 80 90 91 86 8 85 91 86 85 64 85 81 84 83 63 64 85 64
16 AY253909 - 9 8 89 90 9 90 90 85 80 90 92 86 87 85 92 85 84 63 84 81 83 82 61 64 84 64
17 AY253910 - 92 92 93 93 93 93 8 80 93 98 90 89 89 93 89 87 65 87 8 86 86 65 66 87 67
18 AY253911 - 97 97 96 97 97 84 81 93 92 91 91 93 93 90 90 68 90 85 87 87 67 67 90 68
19  AY433950 - 98 98 97 98 84 81 93 92 90 91 92 93 89 90 69 90 86 88 87 68 68 92 69
20 AY433951 - 99 98 100 8 81 93 93 90 91 92 94 89 90 69 90 86 88 87 67 68 91 69
21  AY433952 - 98 99 85 81 93 92 90 90 91 93 89 90 68 90 86 88 87 67 68 91 69
22 AYA434454 - 98 85 81 93 93 90 91 92 94 89 90 68 90 86 87 87 67 68 90 69
23 AY505342 - 85 81 93 93 90 91 92 94 89 90 69 90 86 88 87 67 67 68 91
24 DQ397525 - 9 86 87 8 85 83 86 82 80 60 80 76 77 76 57 58 79 57
25 DQ397526 - 81 8 79 80 80 81 78 77 57 771 73 75 73 56 57 77 58
26 DQ397527 - 94 9 89 89 93 90 88 68 83 84 85 85 64 66 88 66
27 DQ397528 - 90 90 89 95 89 83 68 88 86 8 86 65 66 88 66
28 DQ397529 - 97 98 90 96 86 65 86 84 85 83 61 63 86 65
29 DQ397530 - 98 90 95 87 65 87 83 85 83 63 61 86 65
30 DQ397531 - 89 96 87 65 87 83 86 83 64 64 87 65
31 DQ397532 - 88 88 68 88 85 87 86 64 66 88 66
32 EU004070 - 87 66 87 84 86 86 83 64 63 86
33 NC_004013 - 69 100 87 87 87 68 67 89 69
34 U72204 - 69 69 69 70 71 73 67 73
35  X82873 - 87 87 87 68 67 89 69
36 Y17822 - 91 92 67 66 87 66
37 Y17824 - 94 68 68 90 69
38 Y18634 - 67 70 90 69
39  AF208662 - 68 66 65
40 AJ430527 - 68 81
41 D10053 - 68

42 U67149.1 -
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As arvores filogenéticas construidas com base nas sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos apresentaram dois grandes clados, distinguindo as
espécies PWV ¢ CABMV. O agrupamento de todos os isolados oriundos de
Livramento de Nossa Senhora demonstrou que estes sdo mesmo isolados de
CABMYV. Em comparagao aos demais disponiveis no GenBank, o agrupamento
ocorreu separadamente, quando todos os dez isolados ficaram agrupados num
mesmo ramo (Figuras 2 e 3).

Dentre os isolados aqui estudados, dois subgrupos distintos sao
formados por eles em ambas as arvores geradas por sequéncia de nucleotideos
ou aminoacidos. A arvore baseada na sequéncia de aminoacidos revela o isolado
LNS-6 separado de todos os demais, além do LNS-5 e LNS-7 apresentarem-se
isolados de seus subgrupos. Na arvore gerada com base na sequéncia de
aminoacidos os isolados LNS-5 e LNS-6 apresentam-se isolados de todos os
outros oito isolados de Livramento de Nossa Senhora. O isolado LNS-6 aparece
num ramo isolado de todos os demais. Os isolado LNS-7 apresenta-se também
mais separados dos dois subgrupos formados nos ramos mais internos da arvore,
mas, apesar de demonstrar alguma separacdo num ramo separado dos outros
grupos, compartilhou agrupamento, com os isolados LNS-2, LNS-3, LNS-9 e
LNS-10 (Figura 3).
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Figura 1 Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoécidos referente a parte da

proteina de inclusdo nuclear (NIb), regido codificadora completa da
capa protéica (CP)
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Figura 2 Arvore filogenética baseada na sequéncia de nucleotideos de isolados
de CABMV. Valores de bootstrap foram obtidos pelo programa

MEGA e UPGMA, com 2000 repeti¢des
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Figura 3 Arvore filogenética baseada na sequéncia de aminoéacidos de isolados
de CABMYV. Valores de bootstrap foram obtidos pelo programa
MEGA e Neighbor-joining, com 2000 repetigdes



91

3.2 Inferéncias filogeograficas sobre a populacédo de isolados CABMV-LNS

Foram observados dois grandes filogrupos que apresentam a separagao
entre as espécies CABMV (junto ao SAPV) e PWV. Mais uma vez, ficou
evidente a semelhanga do isolado de referéncia U72204 com virus da espécie
PWYV e nao CABMYV, sendo sua divergéncia entre PWV muito menor do que
com CABMV. Um total de 33 haplotipos foi identificado de forma que a maioria
foi especifica para cada isolado viral (Figura 4). Apenas 5 hapldtipos foram
comuns a mais de um isolado, sendo eles os haplétipo 6 (DQ397531 e
DQ397529), 8 (DQ397528, AY253910 e AY253907), 12 (AY253909 ¢
AY253908), 21 (NC004013 e X82873) e 26 (LNS-2 e LNS-6). Dentre esses,
apenas o haplétipo 8 foi comum a trés isolados. Todos os outros foram comuns a
apenas dois isolados.

Foi muito evidente a influéncia da origem de diferentes localidades
geograficas sobre os isolados. Entre as diferentes espécies de virus que causam o
endurecimento dos frutos do maracuja, € possivel observar que o PWV que
ocorre na Australia ¢ muito distante, geneticamente, dos isolados de CABMV e
de SAPV. Isolados do continente africano, pertencentes a mesma espécie
(CABMYV), apresentam distancia genética muito significativa entre si (CABMV-
Zimbabue ¢ SAPV-Africa do Sul x CABMV-Nigéria), se comparados com os
isolados brasileiros. Estes, por sua vez, se localizaram no centro da linha de
divergéncia dos isolados africanos, onde se observa um grande numero de
pontos de mutacao (Figura 4).

Todos os hapldtipos referentes a isolados de origem brasileira
distribuiram-se de modo menos divergente do que quando comparado a outras
localidades geograficas. Isto torna possivel verificar a relagdo de origem
geografica entre eles. Ao observar uma subdivisdo dentro da populacdo

brasileira de haplotipos, é possivel verificar, também, que a divergéncia ¢ menor
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entre haplotipos classificados por Estados da federagdo do que entre a populacdo
de haplétipos brasileiros, comparada com os africanos.

Ainda na Figura 4, ao avaliar os isolados CABMV-LNS, ¢é possivel
inferir claramente que eles formam uma pequena populacdo distinta dos demais
isolados incidentes no Brasil. Tomando como referéncia as mutagdes entre os
haplétipos, é factivel a distancia genética muito inferior entre os 10 isolados do
que entre eles e os demais isolados brasileiros. O nao compartilhamento genético
mais proximo entre isolados baianos de Livramento de Nossa Senhora (em verde
claro) com os oriundos de Jaguaquara e Itaberaba (em salmon) pode ser um

indicativo de que eles sdo distintos.
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Figura 4 Median joining network gerada ilustrando haplotipos (em cores) e seus respectivos haplotipos hipotéticos (em
branco), relativos as sequéncias de CABMV-LNS e demais sequéncias de CABMV e PWV obtidas do
GenBank. As areas dos circulos representam a frequéncia dos haplotipos e as cores a regido de coleta dos

isolados. As linhas entre os haplétipos representam distancia genética derivada das mutagdes (numeros) entre
dois ou mais haplotipos



95

O agrupamento filogenético dos isolados, segundo os dados
filogeograficos, corrobora tanto os resultados filogenéticos apresentados
anteriormente quanto os resultados filogeograficos ilustrados na network. Todos
os isolados CABMV-LNS agruparam-se num mesmo ramo, demonstrando que
formam mesmo uma pequena populacdo distinta dos demais isolados, inclusive
dos isolados que apresentaram identidade proxima de 95%, como foi o caso do
isolado do Distrito Federal. Os demais isolados de CABMV, SAPV ¢ PWV
agruparam-se de acordo com o agrupamento por espécie e segundo suas regioes
geograficas de origem (Nigéria, Marrocos, Zimbabue, Africa do Sul e Australia)
(Figura 5).

Tanto na arvore quanto na network, ficou evidente a existéncia de
isolados identificados como CABMYV, em determinadas regides, que
apresentaram maior identidade com isolados de outra localidade. Assim, ocorreu
entre isolados de S@o Paulo/Espirito Santo/Paraiba, Sdo Paulo/Sergipe,
Bahia/Paraiba e Bahia/Distrito Federal. Este tipo de informagao ¢ relevante, pois
demonstra que pode haver fluxo de materiais infectados de um Estado para
outro, provocando a disseminagdo do virus para regides ainda nio afetadas.

Apesar de este estudo ter outros objetivos, além de caracterizar isolados
virais que causam endurecimento dos frutos em regido produtora de
maracujazeiro na Bahia, também corrobora os resultados obtidos em outras
pesquisas (BARROS, 2007; CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; MOREIRA,
2008; NASCIMENTO et al., 2004, 2006), afirmando que o responsavel, em
Livramento de Nossa Senhora/BA, por causar endurecimento dos frutos em

maracujazeiro-‘amarelo’ ¢ 0o CABMV.
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Figura 5 Arvore filogenética gerada a partir da sequéncia de nucleotideos de
regido codificadora da proteina capsidial, homologa entre todos os
1solados, dos isolados de CABMV-LNS e demais isolados de

CABMV, SAPV e PWV disponiveis no GenBank.

O teste

utilizado foi UPGMA com Bootstrap 2000 repeticdes

Muito embora todos os motivos presentes nesta regido do genoma viral

tenham sido identificados, ha algumas diferencas observadas na literatura com

relacdo a alguns deles. O motivo altamente conservado existente na parte C-
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terminal da capa protéica, o AFDF, foi recentemente referido como YAFDFYE
(Figura 1), tendo incorporado a soma de trés aminoacidos as suas duas
extremidades (ZHENG et al., 2008). O motivo DAG, responsavel pela
transmissibilidade por insetos, que sempre foi identificado nas proximidades da
regido N-terminal da capa protéica, foi deduzido estar presente em duas posi¢oes
num outro potyvirus caracterizado na Malasia (ABDULLAH et al., 2009).

Por ser caracterizado como um isolado de CABMYV, a identidade de
aminoacidos de U72204, comparada aos isolados aqui estudados, ndo poderia
ser menor do que o limite inferior & encontrada entre isolados de CABMYV, como
foi identificado. Portanto, ao que parece, a sequéncia depositada no GenBank
U72204 provavelmente ndo ¢ de material virologico de CABMV. Além disso, o
alinhamento local basico realizado com a sequéncia de nucleotideos deste
isolado determina 98% de sua identidade com Bean common mosaic virus
(BCMV) e 96% de sua identidade com Blackeye common mosaic virus
(BICMV).

Segundo a literatura especializada, somente sequéncias que apresentam
identidade de nucleotideos menor que 76% e identidade de aminoacidos inferior
a 80% sdo consideradas espécies diferentes para a maioria dos virus (ADAMS;
ANTONIE; FAUQUET, 2005), assim como foi relatado para o East asian
passiflora virus (IWAI et al.,, 2006). Além disso, em ambas as arvores
filogenéticas, este isolado se agrupa juntamente com o PWV ¢ ndao com os
isolados de CABMV como deveria. Filogeograficamente, estes mesmos
resultados foram confirmados, demonstrando que as mutagdes existentes entre
U72204 ¢ PWV promovem uma divergéncia genética muito inferior entre eles
do que deste isolado com os isolados de CABMYV até entao estudados.

O alinhamento local basico (BLAST) demonstrou que todos os dez
isolados pertencentes a este estudo apresentaram identidade maxima (até 94%)

com o isolado da referéncia DQ397532. A sequéncia de nucleotideos de
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DQ397532, disponivel no GenBank, pertence a um isolado de CABMYV oriundo
da regido do Distrito Federal. Como Livramento de Nossa Senhora ¢ um dos
maiores polos de produgio e distribuicdo de maracuja na Bahia (tanto de frutos
quanto de mudas) e estd numa regido que tem ligagdes rodoviarias e comerciais
com Brasilia, h possibilidades de que a ocorréncia do mesmo isolado viral em
ambas as regides possa ser devida ao transporte de material infectado entre as
cidades.

O agrupamento filogenético de isolados provindos de uma mesma regiao
geografica parece estar muito relacionado a sua sequéncia de nucleotideos.
Indicios de agrupamento filogenético de isolados provenientes de uma mesma
regido ja foram sinalizados em estudos anteriores, nos quais foram analisados
isolados de CABMV dos Estados de Pernambuco, Paraiba e Sergipe
(NASCIMENTO et al., 2006). Nesses estudos, os isolados pertencentes a um
mesmo Estado sempre se agrupavam num mesmo ramo filogenético, enquanto
ramos distintos eram definidos pelos isolados de estados diferentes.

A separacdo dos isolados por haplotipos relacionados a origem
geografica, auxiliada pela observacdo e analise estatistica dos eventos
mutacionais entre os haplotipos, pode fornecer informagdes preciosas sobre a
origem, ancestralidade e evolugdo de um virus. Paralelamente, de posse de
informagdes complementares, ha possibilidades de estimar a origem/divergéncia
de novas linhagens de um virus e definir, com grande aproximagao, o tempo em
que esta divergéncia ocorreu (GIBBS; TRUEMAN; GIBBS, 2008).

O agrupamento filogenético diversificado das sequéncias disponiveis no
GenBank corrobora a separagdo geografica, ja aventada pela observagdo prévia
das sequéncias depositadas no banco de dados que representarem (i) materiais
viroldgicos de diferentes regides de um mesmo continente ou pais, sobretudo,
(ii) de diversas regides do planeta e, possivelmente, (iii) apresentarem muitos

pontos de mutagdo correlacionados as suas respectivas regioes.
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Estudos com Rice yellow mottle virus, na Africa, demonstraram que as
distancias geograficas muito grandes, que separam sitios de coleta de diferentes
isolados, estdo consistentemente associadas as altas distdncias genéticas
evidenciadas entre os diferentes isolados virais (ABUBAKAR et al., 2003).

Analises mais especificas voltadas para as mutacdes entre os haplotipos,
que definem origens geograficas diferentes, constituem uma boa estratégia para
discriminagao de populagdes virais. Evidéncias identificadas em pesquisas
realizadas com Turnip mosaic virus, na qual os autores estudavam populagdes
virais do leste asiatico, demonstraram que populagdes consideradas diferentes
eram, na verdade, parte de uma mesma populagdo, porém com uma linhagem
emergente em escala de divergéncia recente. A constatacdo ¢ de que esta
linhagem emergente ocorreu no Japdo, mas ndo na China, o que demonstrou a
emergéncia devida as diferencas geograficas (TOMITAKA; OHSHIMA, 2006).

Nesse sentido, ¢ relevante atentar-se para possiveis padrdes de migragéo
que possibilitariam o surgimento de novas linhagens, estirpes e, provavelmente,
espécies virais. Tomando como exemplo o BCMV, alguns modelos aventados
para a origem da espécie sugerem que o virus € original do sul e leste asiatico,
mas que houve migragdes para a Australia, Oceania e para o oeste asiatico
(GIBBS; OHSHIMA, 2010), dando origem as novas variantes deste virus ou
espécies.

Investigagdes futuras mais criteriosas podem também sugerir melhor
sobre a origem do CABMYV, ja que o seu ancestral pode ter sido o PWV da
Australia, tomando por base as relagdes filogenéticas demonstradas em varios
estudos citados neste trabalho. A identificacdo de novas estirpes e espécies na
Asia, regides sul e norte da Africa e, por fim, no Brasil somente apos o primeiro
relato do PWV Australiano (MCKNIGHT, 1953) pode ser um indicio para tal. A
arvore filogenética demonstra o agrupamento de diferentes isolados segundo a

sua regido geografica de origem. Porém, isolados pertencentes a regides
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geograficas diferentes formando o mesmo haplotipo e que apresentam
identidade de nucleotideo alta podem ser evidéncia de migragdo de isolados.

O agrupamento diferenciado dos isolados LNS-5 ¢ LNS-7 com relagdo
aos outros nove isolados deste estudo promove a interpretacdo de que mutagdes
na regido codificadora podem té-los diferenciado dos demais, ja que apenas a
ORF do gene da capa protéica foi utilizada para a analise filogenética.
Adicionalmente, o fato de os isolados serem integrantes de uma pequena
populacdo, oriunda de uma mesma regido geografica, porém provindos de
pontos de coleta separados uns dos outros por alguns quilometros, conduz a
idéia de que pode haver pequenas diferengas intra-populacionais devidas a alta

taxa de mutag@o exibida pelos potyvirus (DOMINGO; HOLLAND, 1997).
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