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RESUMO

As cucurbitidceas podem ser afetadas por vdrias doencas, dentre elas as
virdticas, as quais podem provocar perdas de até 100% da producdo. As plantas
infectadas por virus apresentam mosaico, reducio do limbo foliar e deformacao
nas folhas e frutos, podendo a sintomatologia variar tanto com o hospedeiro
infectado quanto com a ocorréncia de infecgdes mistas. Devido as suas
condigdes climdticas, favordveis ao aparecimento das viroses, o estado do
Tocantins tem apresentado grande incidéncia dessas doengas no campo.
Contudo, ndo existem estudos direcionados a sua caracterizagdo e identificacio,
dificultando, assim, o desenvolvimento de programas de melhoramento visando
a resisténcia a doengas em abdboras. Nesse contexto, este trabalho foi realizado
com a finalidade de identificar sorolégica e molecularmente isolados de ab6bora
e melancia, coletados naquele estado, em colaboracdo com pesquisadores da
Universidade Federal do Tocantins (UFT). A identificagdo desses isolados serd
de fundamental importincia para fornecer subsidios aos programas de
melhoramento da UFT, bem como estabelecer medidas de controle para as
viroses de cucurbitdceas no campo. Foram coletadas 25 amostras de plantas de
cucurbiticeas que apresentavam sintomas caracteristicos de viroses, em diversos
municipios de Tocantins. Estes isolados foram inoculados em diferentes
espécies, como abobrinha-de-moita (Cucurbita pepo cv. ‘Caserta’), abobora-
rasteira (C. moschata ‘Menina Rajada’), melancia (Citrullus lanatus ‘Crimson
Sweet’), melao (Cucumis melo), mamao (Carica papaya), pepino (Cucumis
sativus), Chenopodium amaranticolor e Chenopodium quinoa, para a
identificacdo bioldgica. Além disso, foi realizado teste de diagnose DAS-ELISA
com antissoros especificos, diagnose por meio de RT-PCR e sequenciamento
gendmico de fragmentos da regido do gene do capsideo. Quatorze dos 25
isolados estudados, ou seja, 56%, foram identificados como Squash mosaic virus
(SgMV), tendo sete deles sido provenientes de abdbora ‘Caserta’ e sete de
melancia. Os demais isolados foram identificados como Zucchini yellow mosaic
virus (ZYMV). Ao contrdrio do que ocorre em outras regides brasileiras, o
SgMV foi o virus com maior incidéncia nas amostras. Os isolados de SQMV,
ao infectarem plantas de melancia, causaram mosaico e distor¢do foliar,
diferentemente do que tem si do descrito por diversos autores, em outras
partes do Brasil. A andlise da capa protéica dos 14 isolados de SqMV
mostraram uma identidade de nucleotideos entre eles que variou de 86 a
100% e, entre eles e os seis isolados disponiveis no GenBank de 86 a 88%. A
analise de aminodcidos dessa regido, mostrou identidade de 95 a 100% entre
eles e 91 a 97% entre eles e os isolados estrangeiros. O isolado que
apresentou maior variabilidade foi o de Porto Nacional, denominado de PN2.
O segmento da capa protéica do ZYMV, analisada, apresentou uma



identidade de 100% de aminoacidos entre os isolados brasileiros e entre esses
e os estrangeiros empregados para comparagdo, mostrando que essa regido é
altamente conservada e inadequada para andlise de variabilidade e filogenia.

Palavras-chave: Squash mosaic virus. Zucchini yellow mosaic virus. DAS-
ELISA. RT-PCR. Sequenciamento.



ABSTRACT

Cucurbit crops may be affected by several virus diseases, which
might cause up to 100% of yield losses. Plants infected with viruses show
mosaic, leaf reduction and deformation in leaves and fruits, and the
symptoms depend on the infected hosts, becoming more severe with the
occurrence of mixed infections. Due to its environmental conditions,
favorable to the emergence of viruses, the state of Tocantins has shown a
high incidence of virus diseases in the field. However, no studies aimed at
identifying and characterizing those diseases have been carried out, making
it difficult to develop breeding programs approaching disease resistance in
pumpkins. Therefore, the main objective of this study was to identify and
characterize, serological and molecularly, the pumpkin and watermelon
virus isolates collected in the state of Tocantins, in collaboration with
researchers from the University of Tocantins (UFT). The identification of
those isolates will be relevant to support and improve UFT breeding
programs, and establish control measures for virus diseases of cucurbit
crops in the field. Twenty five samples were collected from cucurbit plants
showing characteristic symptoms of viruses in different regions of
Tocantins. Those isolates were inoculated in different species: zucchini
squash (Cucurbita pepo cv. 'Caserta'), trailing pumpkin (C. moschata
‘Menina Rajada’), watermelon (Citrullus lanatus' Crimson Sweet'), melon
(Cucumis melo), papaya (Carica papaya), cucumber (Cucumis sativus),
Chenopodium amaranticolor and Chenopodium quinoa for biological
identification. In addition, DAS-ELISA, using specific antisera and RT-
PCR were carried out for virus diagnosis. Genomic fragments, from coat
protein region, were amplified, sequenced and analyzed. Fourteen, or 56%,
of the 25 isolates studied, were identified as Squash mosaic virus (SQMV).
Seven of them were detected in Caserta squash and another seven in
watermelon. The remaining isolates were identified as Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV). Contrary to what occurs in other Brazilian regions,
SgMV presented the higher incidence in the analyzed samples. When
SgMV isolates infected watermelon plants, they caused mosaic and leaf
distortion, unlike what has been described by several authors in other parts
of Brazil. The coat protein nucleotide analysis of the 14 SqQMV isolates
showed an identity among them that varied from 86% to 100%, and the
identity between them and the isolates of the GenBank was from 86% to
88%. The aminoacid analysis of the same region showed an identity from
95% to 100%. The identity between them and the isolates of the GenBank
varied from 91% to 97%. The virus isolate that presented the higher
variability was the one from Porto Nacional, named PN2. The coat protein



fragment of ZYMV analyzed, showed an aminoacid identity of 100%
among the Brazilian isolates and also among the virus isolates from the
GenBank. It showed that this region is highly conserved, therefore
inappropriate for variability and phylogeny analysis.

Keywords: Squash mosaic virus. Zucchini yellow mosaic virus. DAS-ELISA.
RT-PCR. Sequencing.
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1 INTRODUCAO

Entre as familias botanicas utilizadas para a producio de alimentos, as
cucurbitdceas destacam-se pela importancia econdmica e social, desde a geracdo
de empregos diretos e indiretos, ligados a necessidade de grande nimero de mao
de obra do cultivo, até a comercializacdo. O cultivo de cucurbitdceas é praticado
tanto em pequenas propriedades, em regime de agricultura familiar, quanto em
grandes propriedades.

A familia Cucurbitaceae € constituida por aproximadamente 118
géneros e cerca de 825 espécies. As espécies com maior expressdo econdomica
no Brasil sdo as pertencentes aos géneros Citrullus (melancia), Cucumis (pepino,
maxixe e meldo), Cucurbita (moranga, abobora e abobrinha), Lagenaria
(cabaga-caxi) e Sechium (chuchu).

As cucurbitidceas podem ser afetadas por varias doengas, dentre elas as
virdticas, que podem levar a perdas de até 100% da sua produgdo. As plantas
infectadas por virus podem apresentar mosaico, reducdo do limbo foliar e
deformacdo nas folhas e frutos, podendo a sintomatologia variar tanto com o
hospedeiro infectado, quanto com a ocorréncia de infeccdes mistas (RAMOS et
al., 2003). Sabe-se que a ocorréncia de viroses depende de inimeros fatores,
como a época do ano, o local de plantio, a presenga e a preferéncia de vetores,
dentre outros. Dessa forma, o monitoramento da ocorréncia de virus em
cucurbitdceas torna-se necessdrio, ndo sé em campos de producdo, mas como
forma de se evitar que as mesmas constituam hospedeiras alternativas de viroses,
que também afetam economicamente culturas vizinhas.

Devido as suas condigdes climaticas, favoraveis as viroses, o estado do
Tocantins tem apresentado uma grande incidéncia dessas doengas no campo.
Contudo, ndo existem estudos direcionados a sua caracterizagdo e identificacio,

dificultando, assim, o desenvolvimento de programas de melhoramento visando
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a resisténcia a doengas em cucurbitdceas. Assim sendo, este trabalho teve como
finalidade identificar sorolégica e molecularmente isolados de abdbora e
melancia coletados nesse estado, em colaboracdo com pesquisadores da
Universidade Federal do Tocantins (UFT). Essa é a primeira identificacio e
caracterizac¢do de viroses que ocorrem em cucurbitdceas, em Tocantins, e deverd
se constituir em um importante subsidio para os programas de melhoramento
desenvolvidos na UFT, bem como embasar medidas de controle para as viroses

de cucurbiticeas no campo naquela regido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da melancia

A melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai) pertence a
familia das Cucurbiticeas, com origem no continente africano. E uma planta
anual, de crescimento rasteiro, com varias ramificacdes que podem alcancar até
cinco metros de comprimento. Cultivada em praticamente todo o mundo, a
producdo total é de, aproximadamente, 23 milhdes de toneladas de frutos. De
acordo com a Diretoria de Fruticultura, da Secretaria da Agricultura da Pecudria
e do Desenvolvimento Agrario (SEAGRO, 2011), a melancia tocantinense esta
conquistando outros estados e também paises do Mercosul. Na safra retrasada,
foram produzidas mais de 50 mil toneladas de melancia. Em 2010, essa
producdo quase dobrou para cerca de 100 mil toneladas (CENTRO ESTADUAL
DE ABASTECIMENTO S/A-CEASA-TO, 2011).

Os frutos da melancia sdo utilizados tanto na alimentagdo humana como
animal (MIRANDA et al.,, 1997). Em algumas regides, as sementes sio
consumidas tostadas e dessas pode-se extrair um 6leo de boa qualidade, cujo
conteido varia de 20% a 45%. A casca do fruto pode ser utilizada na fabricacdo
de doce, bem como na alimentacdo de alguns animais (MIRANDA et al., 1997).

Em janeiro de 2011, a producdo de melancia no Tocantins chegou a
atingir a marca de 90 toneladas (CENTRO ESTADUAL DE
ABASTECIMENTO S/A-CEASA -TO, 2011).

Cerca de 89% das melancias produzidas no estado de Tocantins sdo
provenientes do municipio de Lagoa da Confusdo e do Projeto Rio Formoso, no
municipio de Formoso do Araguaia, cujo sistema de irrigacdo possui quase 28

mil hectares de varzea. Este € o maior projeto de irrigacdo continua do mundo.
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O balango anual do Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF, 2007)
mostrou que, no ano de 2007, uma &drea equivalente a pouco mais de 90 mil
hectares foi dedicada ao cultivo da melancia, resultando na producdo de um
volume de quase 2,1 milhdes de toneladas da fruta. Deste montante, 33 mil
toneladas foram exportadas. J4 no ano seguinte, esse valor subiu para 43 mil
toneladas.

Em termos de Brasil, no ano de 2007, estatisticas do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) posicionaram as macrorregides sul e nordeste
como as principais produtoras de melancia, com, respectivamente, 34,34% e
30,10% do total da producdo nacional dessa fruta. No nordeste brasileiro, a
melancia é cultivada tanto em agricultura dependente de chuva quanto em
cultivos irrigados. Naquela época, a regido conhecida como submédio do Sao
Francisco contava com uma 4rea cultivada de 4.500 ha, despontando como o
principal pélo de producdo. Nesta regido, o cultivo da melancia é realizado
basicamente por produtores familiares assentados nos perimetros publicos de
irrigacdo ou nas margens do rio Sao Francisco e seus afluentes. Em sua maioria,
sdo agricultores pouco capitalizados, que cultivam a melancia durante o ano todo
e destinam a producdo totalmente para o mercado interno.

Na Babhia, o estado da regido nordeste que mais produz melancia, a safra
do ano de 2007 alcancou 244.895 t, em uma drea de 15.220 ha. Dentro do
estado, regides, como o Vale do Rio Sdo Francisco, o oeste baiano e o extremo
sul, destacaram-se como principais regides produtoras. As dreas irrigadas do
Vale do Rio Sdo Francisco sdo responsdveis por cerca de um quarto do total
produzido nos estados da Bahia e Pernambuco. Grande parte desta producdo é
comercializada no Mercado do Produtor de Juazeiro, sendo dai distribuida para
vérias regides do Brasil (IBRAF, 2007)

A regido sul do pais também se destaca na produgdo da melancia.

Segundo a Empresa Brasileira de Extensdo Rural (EMATER/RS, 2010), a partir
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do més de agosto de 2010 foram plantados, em Triunfo, cerca de 1.800 hectares
da fruta. A colheita teve inicio em novembro, com produtividade média de 30
toneladas por hectare, o que rendeu a cidade o titulo de maior produtora do
estado. Até o fim do més de fevereiro, quando estd previsto o término da
colheita, espera-se que a produtividade se mantenha em alta (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DAS EMPRESAS DE EXTENSAO RURAL-ASBRAER, 2010).

2.2 A cultura das aboboras

As abdboras do género Cucurbita (C. moschata), morangas (C. maxima)
e abobrinhas (C. pepo), sdo nativas das Américas e faziam parte da alimentacdo
da civilizacdo Olmeca, sendo incorporadas depois pelas civilizagdes Asteca,
Inca e Maia. Registros arqueoldgicos relatam que hd a associagdo dessas
espécies a0 homem ha cerca de 10.000 anos. A diversidade genética de
Cucurbita existente nas Américas € enorme, sendo encontrados em diversas
cores, texturas, formas, tamanhos e sabores. No Brasil, a diversidade dessas
espécies pode ser representada pelas indmeras variedades tradicionais cultivadas
pelos indigenas, quilombolas e agricultores de base familiar. Dessa forma, estes
dados reforcam a importancia dos recursos genéticos do género Cucurbita para a
agricultura e para a seguranca alimentar (FERREIRA, 2007).

As aboboras e as morangas s@o plantas que podem produzir ramas
rasteiras, com cerca de 6 m de comprimento. Essas plantas formam estruturas
para fixacdo, denominadas gavinhas, e as ramas, em contato com o solo, emitem
raizes que auxiliam em sua fixac@o. As folhas grandes sdo de coloracdo verde-
escura, geralmente com manchas prateadas nas abdboras e sem essas manchas
em morangas. Outro aspecto a ser considerado é que a abdbora produz flores
masculinas e femininas separadas na mesma planta, necessitando, assim, de um

agente polinizador. As condi¢des climdticas para seu bom desenvolvimento
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vegetativo e frutificacdo incluem temperatura amena a quente e boa
disponibilidade de dgua durante todo o ciclo (KUROZAWA, 2004).

O Brasil € um grande produtor e consumidor de abdboras, sejam elas
verdes ou maduras. As abdboras e as morangas sdo cultivadas em todas as
regides brasileiras, enquanto os hibridos interespecificos e a abobrinha-italiana
tém a produg@o mais expressiva na regido sudeste do Brasil. A produtividade de
abobora varia de 10 a 13 toneladas por hectare, quando se colhem frutos verdes;
ja para frutos maduros, de 12 a 20 toneladas por hectare e de 8 a 15 toneladas
por hectare de frutos dos hibridos (KUROZAWA, 2004).

O estado de Sao Paulo € o principal produtor nacional de abdbora, sendo
responsdvel, no dltimo ano, por 37% da safra produzida no pais. A cidade de
Itapeva costumava se destacar por sua produgdo, porém, devido a um extenso
periodo de seca na regido, a drea plantada e, consequentemente, a producio,
cafram drasticamente. Em 2010, o municipio colheu pouco mais de 5 mil
toneladas, o que representa 80% a menos que na safra passada (CENTRO DE
PREVISAO DO TEMPO E ESTUDOS CLIMATICOS-CPTEC, 2010).

Os frutos e as sementes da abdbora t€m valor comercial ja conhecido e
sdao vendidos em forma de doces e petiscos, em mercados e feiras. J4 as folhas
tém despertado grande interesse de pesquisadores na caracterizacdo de seus
compostos nutricionais e antinutricionais, para averiguacdo de seu possivel
consumo, e também como ingrediente inserido em alguns alimentos
industrializados e/ou em receitas caseiras. Muitas das folhas ja s@o utilizadas por
familias da 4rea rural que possuem as plantagdes (EL-SOUKKARY, 2001;
GUPTA et al., 2005; NEPA, 2006).
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2.3 Viroses que afetam as cucurbitaceas

Na natureza, foram encontrados 46 virus e um viréide infectando plantas
da familia das Cucurbitdceas (MALLOR, 2003). Dentre eles, os ja encontrados e
relatados em regides brasileiras sdo: a) membros da familia Potyviridae, género
Potyvirus: virus da mancha-anelar do mamoeiro (Papaya ringspot virus -
PRSV), estirpe W (PRSV - W) e estirpe P (PRSV-P), virus do mosaico da
melancia (Watermelon mosaic virus — WMV) e virus do mosaico amarelo da
abobrinha-de-moita (Zucchini yellow mosaic virus — ZYMYV); b) na familia
Bunyaviridae, género Tospovirus: o Zucchini lethal chlorosis virus — ZLCV
(BEZERRA et al., 1999; POZZER et al., 1996); ¢) na familia Bromoviridae,
género Cucumovirus: virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus —
CMYV); d) na familia Comoviridae, género Comovirus: virus do mosaico da
abobora (Squash mosaic virus — SqQMV) (MOURA et al., 2001; OLIVEIRA et
al., 2000); e) virus do amareldo, cuja etiologia ainda ndo estd definida,
possivelmente um novo virus da familia Flexiviridae, género Carlavirus
(NAGATA et al., 2003; 2005) ou da familia Closteroviridae, género Crinivirus
(LIMA et al., 2002).

Dentre estes virus, destacam-se o virus do mosaico-da-abdbora (Squash
mosaic virus — SQMV) e o virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita

(Zucchini yellow mosaic virus — ZYMV).

2.3.1 Squash mosaic virus

O primeiro relato de mosaico em abdbora causado por Squash mosaic
virus (SqQMV), foi feito em 1934, no estado norte-americano da Califérnia.
Desde entdo, este virus também foi relatado nas Américas do Norte e do Sul, na

Europa e na Australia (SHERF, MACNAB, 1986). No Brasil, ocorre com mais
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frequéncia no Distrito Federal e nas regides norte e nordeste, incluindo os
estados do Ceara e do Rio Grande do Norte (VIANA et al., 2001)

O SgMV, descrito por Freitag (1941, 1956), Lindberg, Hall ¢ Walker
(1956), € membro do género Comovirus, da familia Comoviridae e pode ser
transmitido pelas sementes, por besouros crisomelideos (Diabrotica spp. e
Acalymma spp.) (FREITAG, 1956; LASTRA, 1968; SITTERLY, 1960;
STONER, 1963), por um besouro coccinelideo (COHEN, NITZANY, 1963) e
por cigarrinha (STONER, 1963), sendo capaz de infectar a maioria das plantas
no género Cucurbita e Cucumis (HAUDENSHIELD, PALUKAITIS, 1998;
NELSON, KNUHTSEN, 1973). Assim como outros Comovirus, o SQMV tem
um genoma de RNA bipartido senso positivo com RNAIT e RNA2, os quais
estdo separadamente encapsidados em particulas isométricas de 28 nm de

diametro (Figura 1).

RMA-1 (5.8kb)

m | 32K | Hel |vp

Figura 1 Estrutura do genoma do Squash mosaic virus (SQMV). Adaptado de
http://expasy.org/viralzone/all_by_species/298.html

Os sintomas produzidos pelo SQMV em abobrinha (Cucurbita pepo) sao
mosaico severo e deformacgdes foliares e, em Cucumis sativus, sdo clorose
sistémica nas nervuras e manchas amareladas (RAMOS et al., 2003).

O virus do mosaico da abdbora pode ser transmitido por meio de
sementes comerciais num percentual de até 10% (BLANCARD et al., 1996). Até

ha pouco tempo ausente nas plantacdes de meldo do nordeste, foi recentemente
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introduzido no estado do Rio Grande do Norte, provavelmente por intermédio de
sementes comerciais importadas (FLORINDO, LIMA, 1993).

Os isolados de SqMV podem ser separados em dois grupos com base
na sorologia o grupo I infecta melancia, causa sintomas severos em meldo
‘Cantaloupe’ e sintomas moderados em abdboras; o grupo II ndo infecta
melancia, causa sintomas moderados em meldo ‘Cantaloupe’ e sintomas
severos em abdbora. Em pepino-africano (Cucumis metuliferus), a infeccao
com SqMYV resulta em lesdes locais e este resultado pode ser utilizado para a

identificacdo bioldgica deste virus (SHERF, MACNAB, 1986).

2.3.2 Zucchini yellow mosaic virus

O ZYMV ¢ classificado taxonomicamente como uma espécie do
género Potyvirus, da familia Potyviridae. Suas particulas sio alongadas,
flexuosas, medindo aproximadamente 760-800 nm de comprimento por 12 nm de
didmetro. O genoma (Figura 2) é constituido por uma molécula de RNA de fita
simples senso positivo (LISA, 1981; LECOQ, 1984; PURCIFULL ET AL.,
1984; DESBIEZ, LECOQ, 1997).
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Figura 2 Estrutura do genoma do Zucchini yellow mosaic virus, poliproteina
codificada pelo genoma e principais funcdes de algumas das
proteinas (Mallor, 2003)

Na natureza este virus € transmitido por diversas espécies de afideos,
sendo a relacdo virus-vetor do tipo ndo persistente ou estiletar. Perring et al.
(1992) relataram 9 espécies de afideos vetores deste virus, dentre elas as
espécies de Aphis gossypii Glover, que representa uma praga para
algumas cucurbiticeas (GALLO et al., 2002) e Myzus persicae Sulzer,
considerada uma das espécies mais eficientes na transmissao de virus de plantas.

Os relatos sobre a transmissio do ZYMV pelas sementes sao
conflitantes. Greber; Perley e Herrington (1988) e Schrijnwerkers; Huijberts
e Bos (1991) demonstraram que o ZYMYV foi transmitido por sementes de C.
pepo, com taxas de 1,0% e 0,047%, respectivamente. Schrijnwerkers; Huijberts e
Bos (1991) sugeriram que o virus estava presente apenas externamente nas
sementes. Auséncia de transmissdo pela semente foi relatada em testes com
Cucurbita maxima Duch. Ex Lam., C. moschata Duch., Cucumis melo L. e C.
sativus L. (DESBIEZ, LECOQ, 1997).

O ZYMV causa doenga do tipo mosaico amarelo em diversas espécies da

familia Cucurbitaceae, induzindo a ma formacdo foliar, além da deformacio e
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escurecimento dos frutos (LECOQ, LEMAIRE, 1991; LISA; LECOQ, 1984).
As plantas infectadas, especialmente de abobrinha-de-moita, cessam a
producgdo de frutos uma a duas semanas apds a infec¢do, resultando em perdas
significativas na produc@o. Quanto mais cedo ocorrer a infec¢do, maiores serdo
essas perdas.

O primeiro registro da ocorréncia do ZYMYV na América do Sul foi feito
em 1992, nos estados de Sdo Paulo e Santa Catarina (VEGA et al., 1992;
CANER et al., 1992). Em 1996, o virus foi constatado causando sérios
problemas em abdbora, em Salta, na Argentina (GRACIA, 2000). Em seguida, o
ZYMV foi identificado nos estados do Rio Grande do Norte (LIMA et al., 1996)
e do Ceard (LIMA et al., 1997). A identificacdo do ZYMYV no nordeste brasileiro
(LIMA et. al., 1996) e sua expansdo constatada por Oliveira et. al. (2000) séo
motivos de preocupagdo para produtores, em razdo de elevados prejuizos em

vérias outras partes do mundo (PURCIFULI et. al., 1984b).

2.4 Técnicas de diagnose

Diferentes técnicas podem ser empregadas para a detecgcdo de fitovirus,
sendo classificadas como técnicas soroldgicas, bioldgicas e moleculares.
Tratando-se de técnicas soroldgicas, o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) é o método mais utilizado, devido a sua praticidade e rapidez, podendo
ser ainda realizado em grande escala. O método apresenta também boa
sensibilidade na diagnose de fitovirus (BERIAN, 1985; DANIELS, 1994;
FIGUEIRA, 2000). Apesar da eficiéncia dessa técnica para grande parte dos
virus, existem ainda algumas limitagdes, como a incapacidade de se detectar
baixas concentragdes de virus no tecido vegetal. Ja4 os viréides também ndo
podem ser detectados por ELISA, pois a técnica é baseada na reagdo de

anticorpos com a capa protéica, que € ausente neste caso (ALMEIDA, 2001).
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Os métodos bioldgicos para a diagnose de fitoviroses sdo simples e
relativamente faceis de serem executados. Para a sua realizagdo, necessita-se,
basicamente, de uma estrutura para o crescimento das plantas que serdo
utilizadas e de espécies vegetais capazes de demonstrar sintomas que servirdo de
subsidio para a tomada de decis@o com relacio a diagnose realizada. As grandes
limitacdes desse método sdo o tempo gasto para o crescimento das plantas e o
aparecimento dos sintomas e a imprecisdo dos resultados, visto que estes nem
sempre sdo conclusivos, necessitando de confirmag@o por sorologia ou outras
técnicas moleculares, como a RT-PCR.

Mediante as limitagdes das técnicas citadas e com a facilidade atual de
uso e eficiéncia das técnicas moleculares na diagnose de virus, o seu uso tem
sido o mais indicado para uma diagnose sensivel, precisa e rapida. Embora as
técnicas classicas de PCR e RT-PCR para detec¢do de virus também apresentem
algumas limitacdes, quando comparadas a técnicas mais modernas e sofisticadas
(ENGEL et al., 2009), de forma geral, estas vém se mostrando promissoras para
diagnose, visto que sdo bastante seguras e eficientes para a realizacdo dos testes
em tecidos vegetais (RASMUSSEN, WULF, 1991; HENSON, FRENCH, 1993;
PROSEN et al, 1993; FIRRAO, LOCCI, 1994; SCHAAD et al., 1995;
FIGUEIRA et al., 1997; LOUWS et al., 1999; WANG et al., 1999,
MCSPADDEN, GARDENER, 2001; SCHAAD et al, 2001; BOONHAM et al.,
2002; GLAIS et al.,2005; MONTERO-ASTUA et al., 2008; LORENZEN et
al.,2008).

Para a diagnose de virus, alguns autores t€m relatado que a técnica da
PCR tem se revelado altamente eficiente e sensivel, detectando quantidades
minimas de virus (HADIDI et al., 1993; BRIOSO et al., 1996; FIGUEIRA et al.,
1997; KROTH, 2005). Teoricamente, pequenas concentracdes do patégeno sao
suficientes para o inicio da reacdo, conferindo ao teste uma sensibilidade muito

grande, que chega a atingir indices superiores aos do teste de ELISA
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(DANIELS, 1999). Sua utilizacdo ¢ vdlida ndo apenas para a detecgdo de
espécies de virus, mas também tem sido eficiente na deteccdo de estirpes
virdticas proximamente relacionadas (BORJA, PONZ, 1992; FIGUEIRA et al.,
1997; SINGH, SINGH, 1998; SING, NIE, 2001; BOONHAM, 2002; 2003;
LORENZEN et al., 2006; 2008).

Em testes realizados por Figueira et al. (1997), visando a comparagdo de
trés técnicas para detecc@o de estirpes de Barley yellow dwarf virus (BYDV), a
saber, TAS-ELISA, hibridizacdo com cDNA e RT-PCR, os autores concluiram
que a PCR foi a mais sensivel na deteccio de estirpes deste virus, sendo capaz
de detectar quantidades na ordem de 0,1pg de virus em preparacdes purificadas e
0,5pg em tecidos vegetais infectados. Teoricamente, é possivel fazer a detec¢do
de quantidades de virus na ordem de 1 fg, de acordo com Hadidi et al. (1993),
por meio da utilizagdo desta técnica.

O uso na identificag@o de estirpes proximamente relacionadas também
tem sido bastante popular. Boonham et al. (2002) e Lorenzen (2008) realizaram
trabalhos nos quais foi possivel separar estirpes de Potato virus Y (PVY) e,

NTN

ainda, variantes das estirpes, como no caso da estirpe PVY e obtiveram

NN Em trabalhos

sucesso para a separacdo de isolados americanos de PVY
recentes, foi mostrada, ainda, a eficiéncia da técnica de PCR no diagnéstico,
tanto em plantas, demonstrando os sintomas da infec¢do viral, quanto em plantas
ainda assintomaticas (ABARSHI et al, 2009).

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) é uma ferramenta de
extrema importancia para a virologia, auxiliando no diagndstico e na
caracterizacdo dos virus, além de possibilitar estudos de interacio entre espécies
de virus, da concentracdo de particulas virais no tecido infectado e de aspectos

ultraestruturais. Além disso, a MET, aliada a sorologia, tem sido utilizada no

diagnéstico de fitovirus, indexacdo de materiais vegetais e em estudos de
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interagdo virus-hospedeiro e virus-vetor (HALL, 1964; ADAM et al., 1987,
MILNE, LUISIONI, 1977; MIYAI et al., 2001).

2.5 Métodos de controle

Como para as demais doengas viréticas, o controle de viroses em
cucurbiticeas se resume na producdo de mudas sadias, sob telado a prova de
vetores, eliminacdo de plantas hospedeiras dos virus e dos vetores nas
proximidades do local de producdo, aplicagdo de inseticidas para reduzir o inseto
vetor, quando da obten¢do de mudas e/ou no inicio do desenvolvimento da
planta em campo e também a pré-imunizacdo com estirpes fracas (REZENDE,
1999; BONILHA, 2009).

Em viérias espécies de cucurbiticeas, o uso da pré-imunizagdo
demonstrou-se eficiente no controle do mosaico causado por PRSV-W em
abobrinha-de-moita (Cucurbita pepo L.) (REZENDE, PACHECO, 1998),
abobora-rasteira (C. moschata (Duch. ex Lam) Duch ex Poir cv. Menina
Brasileira) (REZENDE et al., 1999) e em abdbora hibrida (C. maxima Duch. ex
Lam x C moschata) do tipo tetsukabuto (DIAS, REZENDE, 2000). Dessa forma,
o uso dessa técnica surge como possivel alternativa para o controle de viroses
dessa familia.

Em outros estudos foi demonstrado também que a pré-imunizacio de
cucurbitdceas para o controle do mosaico amarelo (Zucchini yellow mosaic virus
- ZYMV) também tem se mostrado eficiente em abobrinha-de-moita, na Franca,
em Taiwan e na Inglaterra (LECOQ et al., 1991; WANG et al., 1991; WALKEY
et al., 1992) e em meldo, na Califérnia, EUA (PERRING et al., 1995).

Todas essas medidas, entretanto, sdo consideradas paliativas e nem
sempre alcancam a eficiéncia esperada. A medida de controle mais desejivel

seria a utilizacdo de espécies que possuem resisténcia genética (da forma
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tradicional ou por meio de transgenia), por ser considerada a melhor e mais
eficiente forma de controle de viroses.

Dessa forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de diagnosticar,
por meio do teste de ELISA e RT-PCR, isolados virais de abdbora e melancia
coletados por docentes da Universidade Federal do Tocantins (UFT) e estudar a
sua variabilidade genética por meio da andlise do segmento gendmico desses
virus, referente a regido da capa protéica. A identificacdo destes isolados tem o
propdsito de oferecer subsidios para os programas de melhoramento de
cucurbitdceas da UFT. Além disso, objetivou-se verificar o efeito do Squash

mosaic virus em diferentes hospedeiras.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Virologia
Molecular, no Centro de Indexacdo de Virus de Minas Gerais e nas casas de
vegetacdo do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA).

3.1 Identificacao dos isolados

3.1.1 Coleta e preservacao das amostras

Vinte e cinco amostras foliares de cucurbiticeas, sendo quatorze de
abobora ‘Caserta’, uma de ‘Kabutia’ e dez de melancia, foram coletadas de areas
produtoras do Rio Formoso (Formoso do Araguaia), Lagoa da Confusdo, Porto
Nacional e Gurupi, no estado do Tocantins (Tabela 1). As amostras foram
acondicionadas em sacos plésticos devidamente identificados com relacdo a data
da coleta, cultivar, regido onde foi coletada e nome do responsdvel pela coleta, e
imediatamente transferidas para o DFP/UFLA e/fou armazenadas em
refrigerador.

Esses isolados foram mantidos em folhas de abdbora ‘Caserta’,

desidratadas e/ou a -80°C, no DFP/UFLA.
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Tabela 1 Identificag@o dos isolados coletados em diferentes locais do estado do
Tocantins, infectando plantas de ab6bora e melancia

Isolado Local de coleta Espécie infectada
PTY1 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY2 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY3 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY4 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY5 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY6 Campo UFT Gurupi Abobbora Caserta
PTY7 Campo UFT Gurupi Kabotia
PTY9 Campo UFT Gurupi Abédbora Caserta

PTY10 Campo UFT Gurupi Melancia

PTY11 Campo UFT Gurupi Melancia

PTY12 Chécara Gurupi Abobbora Caserta

PTY13 Chécara Gurupi Abédbora Caserta

PTY14 Chécara Gurupi Abédbora Caserta

PTY15 Chécara Gurupi Abébora Caserta

PTY16 Chécara Gurupi Abédbora Caserta

PTY17 Chécara Gurupi Abédbora Caserta

PTY18 Chécara Gurupi Abédbora Caserta

FA1 Formoso do Araguaia Melancia
GR1 Gurupi Melancia
GR2 Gurupi Melancia
LC1 Lagoa da Confusdo Melancia
LC2 Lagoa da Confusao Melancia
LC3 Lagoa da Confusdo Melancia
PN1 Porto Nacional Melancia
PN2 Porto Nacional Melancia
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3.1.2 Diagnose e estudo dos virus

Os isolados obtidos foram inoculados em plantas de Cucurbita pepo cv.
Caserta, as quais foram mantidas em casa de vegetacdo. Para cada virus
inoculado foram utilizadas duas repeti¢cdes de cada planta a ser testada.

A obtencdo dessas plantas se deu por meio de semeaduras em bandejas
de plastico, empregando-se o substrato apropriado (Plantmax®), com posterior
transplante para vasos, com capacidade de 2 kg, contendo terra, areia e esterco,
na proporcao 2:2:1. A inoculagdo mecanica foi feita quando a planta apresentou
o primeiro par de folhas definitivas, no estdgio de dois tercos de sua expansio
(Figura 4).

Figura 4 Estagio de inoculacdo das plantas de Cucurbita pepo cv. Caserta

A inoculagdo mecéanica foi feita com o extrato de folhas jovens, das

plantas infectadas, obtido por macera¢do em almofariz de porcelana na presenca



31

de tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,0 acrescido de sulfito de sédio na mesma
molaridade, na propor¢do de 1:10 (peso/volume). O extrato foi friccionado nas
folhas das plantas-teste receptoras, previamente polvilhadas com o abrasivo
carbureto de silicio (Carborundum) e, em seguida, as plantas foram lavadas com
dgua corrente. Plantas sadias, inoculadas somente com a solucdo extratora,
serviram como controle.

As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetagdo até o final
da avaliacdo dos sintomas, que foi feita de acordo com a escala de notas

desenvolvida por Moreira (2009), sendo:

0 - sem sintomas;

1 - mosaico fraco sem deformacdes foliares e bom desenvolvimento;
2 - mosaico moderado e pouca deformacao foliar;

3 - mosaico e deformagdo foliar moderada;

4 - mosaico intenso e deformacao foliar;

5 - mosaico e deformacao foliar intensos e desenvolvimento reduzido.

Foram realizados dois ensaios, sendo um na época mais quente
(mar¢o/2010), quando a temperatura variou entre 20°C e 35°C e o outro na época
mais fria (julho/2010), com a temperatura variando entre 5°C e 25°C. Estas duas
épocas foram escolhidas para se verificar o comportamento do virus quando as

plantas inoculadas foram colocadas em diferentes temperaturas.

3.1.3 Testes sorolégicos

Apds o aparecimento dos sintomas nas plantas inoculadas, as folhas

foram coletadas e submetidas ao teste de diagnose DAS-ELISA (CLARK ,
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ADAMS, 1977) com antissoros especificos disponiveis contra o SQMV e CMV,

produzidos pela Bioreba. O procedimento foi o recomendado pelo fabricante.

3.14 RT-PCR

A diagnose por meio de RT-PCR foi feita empregando-se primers
desenhados com base nos genomas dos virus do mosaico da abébora (SqQMV:
Foward: 5'- TTTGACGGCATGGTC 3 e Reverse: 5'
GGAAAGAAGCCACAAC 3, do virus do mosaico do pepino (CMV: Foward:
5’- TCATGGATGCTTCTCC -3’ e Reverse: 5°- GCTGGATGGACAACC -37),
do virus as mancha anelar do mamoeiro estirpe P (PRSV-P: Foward: 5’-
GCTGTGGATGCTGGTTTGA -3’ e Reverse: 5’- CTAAAAGCACGGAGG -
3’) e do virus do mosaico da melancia (WMYV: Foward: 5’-
CAGTGTCTCTGCAATCAGGA -3 e Reverse: 5’-
CCCTTGCAGTGTGCCTCTCAG -3’ disponiveis no GenBank. J4 para o virus
do mosaico amarelo da abobora (ZYMV: Foward: 5’-
GATTTGAATGAGCAACAGATGG-3’ e Reverse: 5-
CTCCGCTGCATCTGAGAAGT-3’) e virus as mancha anelar do mamoeiro
estirpe W (PRSV-W: Foward: 5’- GATTTGAATGAGCAACAGATGG -3’ e
Reverse: 5’- CTCCGCTGCATCTGAGAAGT -3’) desenhados por Stipp (2009).

3.1.5 Extracao de RNA total

A extracdo do RNA foi pelo método do Trizol, a partir das folhas das
plantas infectadas. Primeiramente, as folhas foram maceradas em almofariz na
presenca de nitrogénio liquido e ao pé obtido adicionou-se a solugdo de Trizol
(solugdo aquosa contendo 38% de fenol saturado, 0,8M de guanidina

thiocianato, 0,4M de amdnio thiocianato e 0,1M de acetato de s6dio, pHS, 5% de
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glicerol), na propor¢do de 1g/10mL. Posteriormente, os microtubos (2 mL)
foram incubados em temperatura ambiente, por 5 minutos, e centrifugados a
12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. O precipitado obtido foi descartado,
adicionando-se 300 pl de cloroférmio a cada microtubo que, posteriormente, foi
agitado no vortex e deixado a temperatura ambiente por 3 minutos. Apds a
incubacdo, os microtubos foram centrifugados novamente, a 12.000 rpm, por 10
minutos, a 4°C e o sobrenadante obtido foi transferido para outro microtubo,
adicionando-se a metade do seu volume de isopropanol e 0,8M de citrato de
s6dio/1,2M de NaCl. Os tubos foram cuidadosamente misturados por inversao e
deixados a temperatura ambiente por 10 minutos, para que houvesse a
precipitacdo do RNA. Passado esse tempo, os microtubos foram centrifugados, a
12.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos, descartando-se, posteriormente, o
sobrenadante. O precipitado foi lavado com etanol 75% gelado, centrifugado a
12.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o tubo foi
secado a vécuo. O pellet obtido foi ressuspendido em 25ul. de dgua ultrapura
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). O RNA total extraido foi visualizado

em gel de agarose a 0,7%.

3.1.6 Sintese do cDNA

A transcricdo reversa foi realizada empregando-se 0,5 puL do primer
reverse, 1,0 uL do RNA extraido e 4,0 uL de dgua ultrapura tratada com DEPC
em um microtubo que foi inicialmente incubado, por 5 minutos, a 75°C e, apds
este tempo, foi imediatamente transferido para o gelo. Em seguida,
acrescentaram-se 2,0 pL de tampao da transcriptase reversa (RT M-MLYV buffer
da USB), 0,5 uL de dNTP a 10 mM, 0,2 uL da enzima RT (USB) e 1,8 uL de
dgua ultrapura tratada com DEPC. Os tubos foram incubados, a 42°C, por 30

minutos, depois a 95°C, por 5 minutos e transferidos para o gelo.
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3.1.7 Reacao de amplificacao (PCR)

Para a reacdo de PCR, utilizou-se o tampao, MgCl, (25 mM), dNTP 10
mM, primer senso (primer forward) e antissenso (primer reverse), enzima Go
Taq Flexi DNA polimerase, cDNA, completando-se o volume para uma aliquota
determinada (50 pL) com dgua ultrapura tratada com DEPC. A amplificacdo
consistiu de desnaturacio inicial de 95°C, por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificagdo: 72°C, 30 segundos; 49°C para o SqMV, 50,7°C para ZYMYV,
45,5°C para o PRSV-P, 55°C para o WMV e CMV e 50°C para PRSV-W, por
um minuto; 72°C, por 2 minutos e uma extensdo final de 72°C. O produto da
RT-PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,7%, corado com

GelRed (Biotium).

3.1.8 Sequenciamento do fragmento genémico viral amplificado

Os cDNAs obtidos foram purificados diretamente do produto da
reacdo com o Kit Norgen (Biotek Corporation), de acordo com as recomendagdes
do fabricante, e enviados para a empresa norte-americana Genewiz, onde foi
realizado o sequenciamento gendmico. As sequéncias foram analisadas e
comparadas entre si e com outras sequéncias do GenBank Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), disponivel no website do National Centre for
Biotechnology Information (NCBI). Os alinhamentos multiplos, das sequéncias
de nucleotideos e aminodcidos, foram realizados utilizando-se o programa
CLUSTALW (European Bioinformatics Institute, 2008). Distancias genéticas e
arvores filogenéticas foram geradas utilizando-se o programa MEGA 5.05
(TAMURA et al., 2011), com bootstrap, considerando valores superiores a 2.000

repetigdes.
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3.1.9 Microscopia eletronica de transmissao

Pequenas porcdes de tecidos foliares, medindo 1x2mm, foram fixadas
em solucdo de Karnovsky modificado: glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%,
cloreto de célcio 5 mM em tampio cacodilato de sédio 0,1M PH 7,2, por 48
horas, lavadas em tampdo cacodilato 0,1M (3x 15 min.) e pds-fixadas, por 1
hora, com tetréxido de ésmio 1% em tampao cacodilato de sédio 0,2M. Apds
rdpidas lavagens com solucdo salina 0,9%, foram coradas “in bloco” com
acetato de uranila 2,5% em 4gua “overnight” e desidratadas com séries
crescentes de acetona (25%, 50%, 75%, 90%, 100%)

Posteriormente, os espécimes foram incluidos em resina Spurr, a 70°C,
por 48 horas. Os cortes ultrafinos (60-90nm) foram depositados em grades de
cobre recobertas com formvar, contrastados com acetato de uranila 2,5% e
citrato de chumbo. Esses cortes foram examinados ao microscépio eletronico de
transmissdo (Zeiss EM-900) operando em 50 Kv e fotografias digitalizadas

foram obtidas.

3.2 Efeito do squash mosaic virus em diferentes hospedeiras

3.2.1 Plantas teste

As espécies/variedades testadas em casa de vegetacdo foram: abobrinha-
de-moita (Cucurbita pepo cv. ‘Caserta’), abébora-rasteira (C. moschata ‘Menina
Rajada’), melancia (Citrullus lanatus 'Crimson Sweet'), meldo (Cucumis melo),
mamdo (Carica papaya), pepino (Cucumis sativus), Chenopodium

amaranticolor e Chenopodium quinoa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diagnose dos virus

4.1.1 Testes sorolégicos

Dos 25 isolados analisados, nenhum reagiu com o antissoro para o virus
do mosaico do pepino (CMV). Por outro lado, quatorze isolados, ou seja, 56%,
foram identificados como Squash mosaic virus, tendo sete deles sido
provenientes de abdbora Caserta e 7 de melancia (Tabela 2). Isso mostrou,
portanto, a prevaléncia do SQMV nas regides onde as amostras foram coletadas.
Além de ser o primeiro relato da presenca desse virus no estado do Tocantins,
esses resultados foram surpreendentes, pois o SqMV ndo é considerado de
grande importancia no Brasil (OLIVEIRA et al., 2000; MOURA et al., 2001;
HALFELD-VIEIRA et al., 2004). Além disso, esse virus, geralmente, tem sido
encontrado em plantas de abdbora, ao passo que metade dos isolados positivos
para SqQMYV, detectados, estavam infectando naturalmente melancia no campo.

Silveira et al. (2009) realizaram ampla coleta de amostras na regido do
submédio Sdo Francisco e observaram que o virus que ocorreu em maior
incidéncia foi o PRSV-W, seguido pelo PRSV-P e ZYMV, nessa ordem, nio
tendo sido detectada nenhuma planta infectada com o SqMV. Eles sugeriram
que os programas de melhoramento genético na regido nordeste deveriam
considerar fontes de resisténcia para os trés virus prevalentes, o que ndo poderia
ser considerado no estado de Tocantins, onde a incidéncia de SQMV foi bastante
alta nas amostras analisadas. Um levantamento mais amplo, com maior nimero

de amostras, seria indicado para um resultado mais representativo.



Tabela 2 Isolados identificados como SqMV
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Isolado Local de coleta Espécie amostrada
PTY1 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY2 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY4 Chécara Gurupi Abobbora Caserta
PTY5 Chécara Gurupi Abobbora Caserta

PTY10 Campo UFT Gurupi Melancia

PTY12 Chécara Gurupi Abobbora Caserta

PTY14 Chécara Gurupi Abobbora Caserta

PTY15 Chécara Gurupi Abdbora Caserta

FA1 Formoso do Araguaia Melancia
GR2 Gurupi Melancia
LC2 Lagoa da Confusdo Melancia
LC3 Lagoa da Confusio Melancia
PN1 Porto Nacional Melancia
PN2 Porto Nacional Melancia

4.1.2 Microscopia eletronica

Cortes ultrafinos de tecidos de abdbora Caserta, infectados com os
isolados que ndo foram caracterizados como SqMV ou CMV, foram observados
ao microscopio eletrdnico. Foram visualizadas inclusdes do tipo catavento
(Figura 5), estrutura tipica do género Potyvirus. Com essas evidéncias seguiu-se
a identificagdo destes isolados utilizando primers especificos para diversas
espécies do género Potyvirus, capazes de infectar plantas de abébora e melancia,

como 0 ZYMV e o PRSV estirpes W e P.
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Figura 5 Eletromicrografia, obtida ao microscépio eletronico, de tecidos de
plantas de Cucurbita pepo cv. Caserta. A seta indica a inclusdo
citoplasmadtica do tipo catavento, estrutura tipica do género Potyvirus

4.1.3 RT-PCR

Todos os virus que foram ELISA positivos para o SqQMV (PTY1, PTY2,
PTY4, PTYS, PTY10, PTY12, PTY14, PTY15, FA1, GR2, LC2, LC3, PNl e
PN2) tiveram uma banda de 818 pb amplificada, compreendendo uma parte da
regido 3 da proteina maior (L proteina) e toda a proteina menor (SM) do
capsideo desse virus (Figura 6). Sabe-se que o indice de infec¢bes mistas é
elevado pelo fato de varias espécies de virus serem transmitidas de forma ndo
persistente por vdrias espécies de afideos (SILVEIRA et al., 2009). Entretanto,
embora as amostras que foram ELISA positivas para SqQMV tenham sido
testadas com primers, para CMV, PRSV P e W, ZYMV e WMV nido houve

amplificacdo de bandas para nenhum desses virus.
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Figura 6 Andlise eletroforética das bandas amplificadas com os primers
desenhados para squash mosaic virus. M: 1 Kb DNA ladder; 1 a 14:
isolados: PTY-1, PTY-2, PTY-4, PTY-5, PTY-10, PTY-12, PTY-14,
PTY-15, FA, GR2, LC2, LC3, PN1 e PN2. C: controle negativo

Quando as demais amostras foram testadas (PTY3, PTY6, PTY7, PTY9,
PTY11, PTY13, PTY16, PTY17, PTY18, GR1 e LC1), houve amplificacio de
bandas para todos eles, apenas com os primers para ZYMV, tendo sido

amplificada uma banda de 200 pb (Figura 7).
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Figura 7 Andlise eletroforética das bandas amplificadas com os primers
desenhados para zucchini yellow mosaic virus. M: 1 Kb DNA ladder;
1 a 11: isolados PTY-3, PTY-6, PTY-7, PTY-9, PTY-11, PTY-13,
PTY-16, PTY-17,PTY-18, GR1 e LC1. C: controle negativo

4.2 Sintomas induzidos pelos isolados

4.2.1 Avaliacio da severidade dos sintomas induzidos em abébora cv.

Caserta

Os sintomas apresentados pelas plantas de Cucurbita pepo cv. Caserta
inoculadas mecanicamente na primeira época de avaliacdo, no verdo, pelos
diferentes isolados, foram mais severos para a maioria dos isolados. Com
excecdo dos sintomas induzidos pelo PTY4 e PTY 14, que foram avaliados com
a nota 4, todos os isolados induziram sintomas que receberam nota 5. Por outro
lado, a grande maioria das plantas inoculadas no inverno apresentou sintomas
avaliados com a nota 4, tendo apenas cinco deles, o PTY9 (ZYMV) e PN1, FAl,
LC3, PN2 (SgMV), induzido sintomas severos (nota 5) nas plantas infectadas.
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Moura et al. (2005) também verificaram que a incidéncia dos sintomas
em acessos de abobora para ZYMV no verdo foi mais intensa do que no inverno.
A maioria dos sintomas apresentados pelas plantas inoculadas com os
isolados de SqMV se caracterizou por mosaico, deformacdo foliar, banda ao

longo das nervuras e subdesenvolvimento da planta (Figura 8).

Figura 8 Padrao dos sintomas dos isolados em Cucurbita pepo cv. Caserta. A, B
e C: Mosaico, reducdo e deformacgdo foliar, mosaico, bolhamento e
“dark green vein-banding”; T: testemunha
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4.2.2 Efeito do Squash mosaic virus em diferentes hospedeiras

O Squash mosaic virus foi capaz de infectar todas as plantas da familia
Cucurbitaceae (Figura 9), causando sintomas que variaram com a espécie
(Tabela 3). De modo geral, eles se caracterizaram por mosaicos, com diferentes

intensidades.

Figura 9 Sintomas induzidos pelo Squash mosaic virus nas folhas das plantas de
(A) abobrinha-de-moita (Cucurbita pepo cv. ‘Caserta’); (B) abdbora-
rasteira (C. moschata ‘Menina Rajada’); (C) melancia (Citrullus
lanatus ‘Crimson Sweet’) e (D) melao (Cucumis melo)



Tabela 3 Reacdo de espécies/variedades inoculadas com os quatorze isolados de Squash mosaic virus

Abobrinha- Abdbora- Melancia
de-moita rasteira (C. Citrullus Melao Mamao Pepino . .
(Cucurbita moscha(ta (lanatus (Cucumis (Carica (Cu?umis Chenop qdmm Chenop odium
pepo cv. ‘Menina ‘Crimson melo) papaya) sativus) amaranticolor quinoa
‘Caserta’) Rajada’) Sweet’)

Isolados 21 D.A.L. 21 D.A.L 21 D.A.L 21 D.A.L. 21 D.A.L 21 D.A.L 21 D.A.L 21 D.A.L
PTY-1 MI,DFL.DR MI,DF MI,DF MM, PD SS PA PC SS
PTY-2 MI,DF MI,DF MI,DF MI,DF SS PA PC SS
PTY-4 MILDFI, DR MI,DFI, DR MI,DF MI,DF SS PA PC SS
PTY-5 MI,DF MF M,DM MF SS PA PC SS
PTY-10 MI,DFI,.DR M,DM MI,DF MM,PD SS PA PC SS
PTY-12 MILDFLDR MI,DF MI,DF MI,DFL,.DR SS PA PC SS
PTY-14 MIDFILDR MI,DFI, DR MI,DF MI,DF SS PA PC SS
PTY-15 MI,DF M,DM MM,PD MM, PD SS PA PC SS

FA MI,DFL.DR M,DM MI,DF M,DM SS PA PC SS

GR2 MI,DFI,.DR M,DM MI,DF M,DM SS PA PC SS

LC2 MI,DF MI,DF MI,DF MI,DFL.DR SS PA PC SS

LC3 MI,DFI,.DR MI,DF MI,DFI,DR MI,DF SS PA PC SS

PN1 MI,DFL.DR MI,DF MI,DF MORTE SS PA PC SS

PN2 MI,DFI,.DR MI,DF MI,DF MI,DF SS PA PC SS

M: mosaico; MF: mosaico fraco, MM:mosaico moderado; MI: mosaico intenso; DF: deformacdo foliar; PD: pouca deformacio
foliar;DM:deformacao foliar moderada; DFI: deformagao foliar intensa; DR: desenvolvimento reduzido; PA: pontos amarelados; PC:
pontos cloréticos; SS: sem sintomas

(97
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O isolado PN1 (SqMV), além de ser bem mais agressivo no verdo,
também induziu sintomas mais severos quando inoculado em meldo, levando a
planta & morte aos quatorze dias apds a inoculagao.

Os sintomas mostrados pelo pepino, constituidos por pontos amarelados
(Figura 10), confirmaram a presenca do SqMV, pois esta é uma planta

indicadora para esse virus (FREITAG, 1941).

Figura 10 Sintomas exibidos pela planta de pepino inoculada com Squash
mosaic virus

Nelson e Knuhtsen (1973) demonstraram que isolados de SqMV
induziam, em melancia, somente lesdes locais, diferentemente do que foi obtido
neste estudo. Além disso, os autores afirmaram que somente os membros de
SgMV do sorotipo I foram capazes de infectar melancia, o que leva a crer que os
isolados estudados provavelmente sdo deste grupo, mesmo porque 0s membros

deste grupo t€m sido mais numerosos.
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Estudos da reacdo de diferentes espécies/variedades a infeccdo com o
SgMV tem sido realizados no mundo (NELSON, KNUHTSEN,1973;
FREITAG, 1956; THOMAS, 1973), porém, este parece ser o primeiro estudo, no
Brasil, sobre esse tipo de interagdo. Dessa forma, maiores estudos devem ser
realizados para a caracterizacdo deste virus e, assim, poder trazer maior
colaboracdo para os programas de melhoramento de cucurbiticeas da

Universidade Federal do Tocantins.

4.2.3 Efeito do Zucchini yellow mosaic virus em diversas hospedeiras

Os sintomas induzidos pelos demais isolados em diversas hospedeiras
podem ser vistos na Tabela 4. Plantas de pepino e abdbora ‘Caserta’ foram
infectadas com todos os isolados, apresentando sintomas que variaram de
mosaico leve a intenso, muitas vezes semelhantes aos induzidos por SQMV. Isso
demonstra a dificuldade de se fazer a diagnose visual, quando se quer identificar
os diferentes virus que podem infectar cucurbiticeas.

Os isolados ZYMV estdo restritos, principalmente, as espécies da
familia Cucurbitaceae (DESBIEZ, LECOQ,1997), porém, experimentalmente,
os hospedeiros pertencentes a esta familia geralmente podem causar infec¢des
localizadas, como visto em Chenopodium amaranticolor (com os isolados PTY9
e PTY13), ou latentes (DESBIEZ, LECOQ,1997).

Nao ha relatos de que os isolados de ZYMYV tenham a capacidade de
infectar plantas de mamoeiro, porém, esta espécie foi utilizada para descartar a
possibilidade da identificacdo errdnea de outro virus, como, por exemplo, o

Papaya ringspot virus estirpe P (PRSV-P).



Tabela 4 Sintomas induzidos pelos isolados de Zucchini yellow mosaic virus em plantas hospedeiras

Abobrinha- Feijao
Pepino de-moita Mamio . . (Phaseolus Lo
ISOLADOS (Cugumis (Cucurbita  (Carica Chenop odium - Chenop qdmm vulgaris) Nzcotla.na Gomphrena

; quinoa amaranticolor benthamiana sp.

sativus) pepo cv. papaya) preto

‘Caserta’) campinas

PTY-3 M M1, DF, SS SS SS SS SS SS
PTY-6 M MI, DF SS SS SS SS SS SS
PTY-7 M MM, DF SS SS SS SS SS SS
PTY-9 M MI,DF SS SS PC SS SS SS
PTY-11 M MILDR SS SS SS SS SS SS
PTY-13 M MI,DF SS SS PC SS SS SS
PTY-16 M MI,DF SS SS SS SS SS SS
PTY-17 M MI,DF SS SS SS SS SS SS
PTY-18 M MIDF SS SS SS SS SS SS
GR1 M MI,DF SS SS SS SS SS SS
LC1 M MIDF SS SS SS SS SS SS

PC: pontuagdes cloréticas; M = mosaico; MI = mosaico intenso; MM = mosaico médio; DF = deformacao foliar

14
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4.3 Analise dos fragmentos gendomicos amplificados

Todos os isolados coletados e identificados como SQMV e como ZYMV

foram seqiienciados e analisados.

4.3.1 SQMV

As sequéncias de SQMV obtidas foram comparadas a seis isolados que
se encontram disponiveis no GenBank (Tabela 5). O fragmento genomico
estudado compreende a regido da proteina menor do capsideo, que se encontra

no RNA2 do virus com 22kDa de peso molecular e 551 pares de bases.

Tabela 5 Isolados obtidos do GenBank (NCBI, 2011) e utilizados para
comparacio entre os isolados de SqMV estudados

Virus Acesso Origem Autor
SgMV  EU421060 China Hu et al., 2009
SgMV  DQ868881 China Gu et al. (ndo publicado)

SgMV AF059532  Estados Unidos Haudenshield & Palukaitis, 1998
SgMV AF059533  Estados Unidos Haudenshield & Palukaitis, 1998
SgMV AB054689 Japao Han et al., 2002
SgMV M96148 Estados Unidos Hu et al., 2003

A comparagdo entre as sequéncias dos nucleotideos dos isolados
brasileiros de SQMV mostrou identidades que variaram de 86% a 100% (Tabela
6). A menor identidade (86%) foi verificada quando se comparou o isolado PN2
aos isolados PTY1, PTY10, PTY12, PTY14, PTY15, FAl, GR2 e LC2,

indicando uma maior variabilidade nesse isolado.



Tabela 6 Porcentagem de identidade dos nucleotideos da menor proteina do capsideo (SP) entre os isolados estudados e
entre eles e outros isolados de SQMV do GenBank

ISOLADOS A B CD E F G H I J K L MNOUZPIOQRS T
A PTY 1 - &7 87 87 100 100 100 100 97 100 100 87 &7 86 87 87 87 87 86 87
B PTY2 - 99 100 87 87 87 &7 87 87 87 100 100 90 88 87 88 87 88 87
C PTY4 - 99 87 8 8 87 & 8 8 99 99 90 88 87 88 87 88 87
D PTYS5 - & 87 &7 &7 87 &7 87 100 100 90 88 87 88 87 88 87
E PTY10 - 100 100 100 97 100 100 87 87 86 87 87 87 87 86 87
F PTY12 - 100 100 97 100 100 &7 87 86 87 87 87 87 8 &7
G PTY14 - 100 97 100 100 87 &7 86 87 87 87 87 86 87
H PTY15 - 97 100 100 87 87 86 87 87 87 87 86 &7
I FAl - 97 97 8 87 86 8 87 87 87 8 87
J GR2 - 100 87 87 86 87 87 87 87 8 87
K LC2 - 87 87 86 87 87 87 87 86 87
L LC3 - 100 90 88 87 88 87 88 87
M PN1 - 90 88 87 88 87 88 87
N PN2 - 8 86 86 86 87 86
O M96148 - 99 90 90 94 90
P AF059533 - 90 90 94 90
Q  AF059532 - 99 88 99
R EU421060 - 88 100
S AB054689 - 88
T DQ868881 -

8y
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A maior identidade (100%) foi verificada entre os isolados PTY1 e
PTY10, PTY12, PTY14, PTY15, GR2 e LC2- € entre os isolados PTY2 e
PTYS, LC3 e PN1. Comparando-se os isolados brasileiros com os isolados do
GenBank, as identidades variaram entre 86% e 88%, sendo a menor identidade
entre o isolado AB054689 do Japdo e os isolados PTY1, PTY10, PTY12,
PTY14, PTY15, FA1l, GR2 e LC2, e ainda entre o isolado PN2 e todos os
isolados do banco de dados com excecdo desse isolado do Japdo, com o qual
mostrou identidade de 87%. A maior identidade entre os isolados estudados e o
do banco de dados foi verificada entre os isolados americanos M96148 e
AF059532 com os isolados PTY2, PTY4, PTYS, LC3 e PN1. Entre os isolados
do banco de dados, a maior identidade foi de 100%, entre o isolado japonés e os
trés Americanos.

As identidades entre os aminodcidos dos isolados brasileiros variaram de
95%, entre o isolado PN2 e todos os outros isolados estudados, a 100% entre os
isolados PTY1 e PTY10, PTY12, PTY14, PTY15, FA1, GR2 e LC2; PTY2 e
PTYS5; LC3 e PNI(Tabela 7). Quando comparados com os isolados do
GenBank, as identidades variaram de 91% (entre o isolado PN2 e os isolados
DQ868881.1 e EU421060.1, ambos da China e o isolado AF059533.1 dos
Estados Unidos) a 97%, entre diversos isolados.

A arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
dos isolados brasileiros, se encontra na Figura 11. Os isolados se dividiram em
dois grande agrupamentos, que por sua vez se subdividiram em dois subgrupos
cada. No primeiro ficaram o PTY15, LC2, GR2, PTYI1, PTY10, PTY12 e
PTY14. No segundo ficou apenas o FAIl. No primeiro grupo de segundo
subgrupo o PN2 ficou separado, enquanto que os PN2, PTY4, PTY2, PNI,
PTYS5 e LC3, ficaram no segundo subgrupo. Na Figura 12 observa-se a drvore
filogenética gerada com base no alinhamento das sequéncias de aminoécidos

desses isolados. Houve uma ligeira modificacdo em relacdo a arvore anterior,
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sendo que os isolados também se dividiram em dois principais agrupamentos,
mas o primeiro se dividiu em dois grupos, que por sua vez se dividiram em mais
dois subgrupos. No primeiro subgrupo ficaram o PTY10, PTY 12, PTY15, LC2
e o PTYI, e no segundo, o PTY14, FA1l e GR2. No primeiro subgrupo do
segundo grupo ficou o LC3 separado e no segundo o PTY2, PTY4, PTY5 e
PNI1. O PN2 ficou separado de todos, no segundo agrupamento. Mesmo ndo
tendo ocorrido em 100% dos casos, muitas substituicdes de nucleotideos
resultaram em mudancgas de aminodcidos, caracterizando substitui¢cdes do tipo

sindnima (NEI, GOJOBORI 1986).



Tabela 7 Porcentagem de identidade dos aminoacidos da menor proteina do capsideo (SP) entre os isolados estudados e

outros isolados de SQMV do GenBank

ISOLADOS A B C D E F G H 1 J K L M N O P Q R S T
A PTY1 - 97 96 97 100 100 100 100 100 100 100 97 97 95 97 97 96 96 97 96
B PTY2 - 99 100 97 97 97 97 97 97 97 100 100 95 96 96 93 93 95 93
C PTY4 - 99 96 96 96 9 96 96 96 99 99 95 96 96 93 93 96 93
D PTYS - 97 97 97 97 97 97 97 100 100 95 96 96 93 93 95 93
E  PTYIO - 100 100 100 100 100 100 97 97 95 97 97 96 96 97 96
F  PTYI2 - 100 100 100 100 100 97 97 95 97 97 96 96 97 96
G  PTYl4 - 100 100 100 100 97 97 95 97 97 96 96 97 96
H  PTYIS - 100 100 100 97 97 95 97 97 96 96 97 96
I FAl - 100 100 97 97 95 97 97 96 96 97 96
J GR2 - 100 97 97 95 97 97 96 96 97 96
K LC2 - 97 97 95 97 97 96 96 97 96
L LC3 - 100 95 96 96 93 93 95 93
M PN1 - 95 96 96 93 93 95 93
N PN2 - 93 93 91 91 93 91
O M96148.1 - 100 96 96 99 96
P AF059533.1 - 96 96 99 96
Q AF059532.1 - 98 96 98
R EU421060.1 - 96 100
S AB054689.1 - 9%
T DQ86888I.1 -

59
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Figura 11 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do capsideo dos isolados brasileiros de Squash mosaic virus. Os
valores de bootstrap foram obtidos pelo programa Mega, utilizando o

método de agrupamento UPGMA, com 2.000 repeticoes
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Na Figura 13 ¢é possivel observar a arvore filogenética baseada no
alinhamento de nucleotideos e na figura 14 a baseada no alinhamento dos
aminodcidos dos isolados brasileiros e dos seis isolados encontrados no
GenBank. Os isolados brasileiros se agruparam, em ambas as drvores, em
subgrupos separados dos isolados do banco de dados. Na 4rvore baseada na
sequéncia de nucleotideos os isolados brasileiros PTY2, LC3, PTYS, PNI,
PTY4 e PN2 apresentaram uma menor distidncia genética dos isolados do banco
de dados. Entretanto, essa situagdo se inverteu quando se construiu a drvore
filogenética com base na sequéncia de aminoacidos. Os isolados da China se

agruparam separadamente dos isolados dos Estados Unidos e do Jap@o.

PTY10

PTY12

PTY15

LC2

97 PTYA

PTY14

FA1

GR2

LC3

PTY2

90

PTY4

PTY5

PN1

PN2

Figura 12 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de aminodcidos
do capsideo dos isolados brasileiros de Squash mosaic virus. Os
valores de bootstrap foram obtidos pelo programa Mega, utilizando o
método de agrupamento Neighbor Joining, com 2.000 repeti¢des
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DQ868881
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Figura 13 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do capsideo dos isolados brasileiros de Squash mosaic virus e de
isolados disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap foram
obtidos pelo programa Mega, utilizando o método de agrupamento

UPGMA, com 2.000 repeticdes
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Figura 14 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de aminodcidos

do capsideo dos isolados brasileiros de Squash mosaic virus e de

isolados disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap foram

obtidos pelo programa Mega, utilizando o método de agrupamento
Neighbor Joining, com 2.000 repeticdes
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4.3.2 ZYMV

As sequéncias de ZYMV obtidas foram comparadas com sete isolados
que se encontram disponiveis no GenBank (Tabela 8). O fragmento gendmico

estudado encontra-se dentro da regido da capa protéica do virus.
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Tabela 8 Isolados do GenBank (NCBI, 2011) usados para comparacéo entre os
isolados de ZYMYV estudados
Virus Acesso Origem Autor
ZYMV  GU586790 Brasil Jadao, A.S., Ban[(;lzll\,/[ J.E. & Rezende,
Massumi, H., Shaabanian, M.,
ZYMV  FJ705272 Ira Heydarnejad, J., Hosseini Pour, A. &
Rahimian, H.
Massumi, H., Shaabanian, M.,
ZYMV FJ705253 Ira Heydarnejad, J., Hosseini Pour, A. &
Rahimian, H.
L. Al-Tamimi, N.A., Kawas, H., Akel, M. &
ZYMV EU999757 Siria Arabiat, A.H.
ZYMV AJ420019 Alemanha Pfosser, M.F. & Baumann, H.
ZYMV AB004641 Japao Kundu, A.K., Ohshima, K. & Sako, N.
ZYMV  JF308189 Sérvia Vucurovic, A., Bulajic, A., Stankovic, L.,

Ristic, D., Berenji, J., Jovic, J. & Krstic, B.

Na Tabela 9 observam-se os valores de similaridades obtidos com base

no alinhamento das sequéncias dos nucleotideos. Comparando-se os isolados

brasileiros, entre si, as identidades variaram de 95% entre os isolados PTY13 e

LC1, a 100% entre varios isolados, mostrando que essa regido da capa protéica é

bastante

conservada. Comparando-se esses com os isolados do GenBank, a

menor identidade (95%) foi observada entre o isolado PTY13 e todos os do

banco de dados e a maior identidade (98%) ocorreu entre o isolado LC1 e GR1

com os demais isolados, com exce¢do do isolado JF308189.1 da Sérvia.



Tabela 9 Porcentagem de identidade dos nucleotideos entre os isolados estudados e outros isolados de ZYMV do

GenBank

ISOLADOS A B C D E F G H 1 J K L M N O P Q R
A PTY18 - 100 100 100 100 100 96 100 100 99 98 97 97 97 97 97 97 97
B PTY6 - 100 100 100 100 96 100 100 99 98 97 97 97 97 97 97 97
C PTY3 - 100 100 100 96 100 100 99 98 97 97 97 97 97 97 97
D PTY7 - 100 100 96 100 100 99 98 97 97 97 97 97 97 97
E PTY9 - 100 96 100 100 99 98 97 97 97 97 97 97 96
F PTY11 - 100 100 99 98 97 97 97 97 97 97 97 96
G PTY13 - 9% 96 96 95 95 95 95 95 95 95 95
H PTY16 - 100 99 98 97 97 97 97 97 97 97
I PTY17 - 99 98 97 97 97 97 97 97 97
J GR1 - 98 98 98 98 98 98 98 97
K LC1 - 98 98 98 98 98 98 97
L GUS586790.1 - 98 98 98 98 100 98
M FJ705272.1 - 100 100 100 98 99
N FJ705253.1 - 100 100 98 99
O EU999757.1 - 100 98 99
P AJ420019.1 - 98 99
Q AB004641.1 - 98

R JF308189.1 -

LS
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Ao se analisar a identidade entre os aminoédcidos dos isolados brasileiros
e do GenBank (Tabela 10), observou-se que todos foram iguais, ou seja,
mostraram uma identidade de 100% corroborando a observagdo anterior sobre o
fato de essa regido ser bastante conservada. Assim sendo, essa pequena regio
ndo se mostrou adequada para fazer estudos de filogenia, pois se apresentaram
sem variacdo em todos os isolados, brasileiros e estrangeiros.

Desse modo, as arvores filogenéticas construidas com base na sequéncia
de nucleotideos dos isolados estudados (Figura 15) até apresentaram alguma
tendéncia, como a de apresentar uma maior distancia genética isolado entre os
isolados PTY13 e LCI. Ja na 4rvore baseada na sequéncia de aminoécidos
(Figura 16), nao houve essa diferenca. Assim sendo, a substituicio de
nucleotideos ndo resultou em mudanca dos aminoicidos, sendo essas
substituicdes chamadas ndo sinénimas (NEI, GOJOBORI, 1986)

Na 4rvore construida com base na sequéncia de nucleotideos desses
isolados e do GenBank (Figura 17), os isolados estudados se agruparam
separadamente de todos os outros isolados. Porém, novamente houve 100% de
identidade entre os aminodcidos, fazendo com que nenhuma conclusido pudesse

ser embasada (Figura 18).



Tabela 10 Porcentagem de identidade dos aminodcidos entre os isolados estudados e outros isolados de ZYMV do

GenBank

ISOLADOS A B C D E F G H 1 J K L M N O P Q R
A PTY18 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
B PTY6 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
C PTY3 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
D PTY7 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
E PTY9 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
F PTY11 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
G PTY13 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
H PTY16 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
I PTY17 - 100 100 100 100 100 100 100 100 100
J GR1 - 100 100 100 100 100 100 100 100
K LC1 - 100 100 100 100 100 100 100
L GU586790.1 - 100 100 100 100 100 100
M FJ705272.1 - 100 100 100 100 100
N FJ705253.1 - 100 100 100 100
0] EU999757.1 - 100 100 100
P AJ420019.1 - 100 100
Q AB004641.1 - 100
R JF308189.1 -

6S



60

65 PTY18
I:F’TYS

68

PTY13

Figura 15 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do capsideo dos isolados de Zucchini yellow mosaic virus estudados.
Os valores de bootstrap foram obtidos pelo programa Mega,
utilizando o método de agrupamento UPGMA, com 2.000 repeti¢des

GRA1
LCH
PTY17
FTY16
PTY13
PTY11
PTY4
PTY7
PTY3
PTY6
FTY18

Figura 16 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de aminodcidos
do capsideo dos isolados de Zucchini yellow mosaic virus estudados.
Os valores de bootstrap foram obtidos pelo programa Mega,
utilizando o método de agrupamento Neighbor Joining, com 2.000
repeticdes
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64

63 ———— PTY 11

———— PTY16

GR1

LC1

g6 —— GU586790.1

——— AB004641.1

JF308189.1

FJ705272.1

64
L FU999757.1

56 —— FJ705253.1

——— AJ420019.1

PTY13

Figura 17 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de nucleotideos
do capsideo dos isolados de Zucchini yellow mosaic virus estudados e
de isolados disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap foram
obtidos pelo programa Mega, utilizando o método de agrupamento
UPGMA, com 2.000 repeti¢des
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AB0046411
JF308189.1
AJ420018.1
EUS8875T 1
FJ705253.1
FJT052721
GU5E6TI0.1
LCA

GRA1

PTY1T
PTY16
PTY13
PTY11
PTYS

PTYT

PTY3

PTYE
PTY18

Figura 18 Arvore filogenética construida com base na sequéncia de aminodcidos
do capsideo dos isolados de Zucchini yellow mosaic virus estudados e
de isolados disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap foram
obtidos pelo programa Mega, utilizando o método de agrupamento
Neighbor Joining, com 2.000 repeticdes
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O Squash mosaic virus tem sido considerado de menor importancia
no territdrio brasileiro, de modo que, em algumas regides, como no nordeste
do Brasil, considera-se que os programas de melhoramento devem considerar
apenas o PRSV, estirpes W e P, e 0 ZYMV. Entretanto, os resultados aqui
obtidos mostraram que essa ndo € a mesma realidade que ocorre no estado do
Tocantins, onde a maioria das amostras estava infectada com esse virus. Isso
demonstra que o SQMV pode ter encontrado as condigdes ideais, na regido do
Tocantins, para se disseminar e infectar as hospedeiras locais.

Poucos sdo os estudos realizados com o SgMV no Brasil, de modo
que ndo se pode, no momento, inferir sobre a variabilidade gendmica desse
virus e fazer qualquer correlagdo com a sua prevaléncia em Tocantins,
devido ao fato de que no estudo realizado somente uma parte da proteina co
capsideo do virus foi analisada. Além disso, o nimero de amostras coletadas
naquela regido foi relativamente baixo, de modo que existe a necessidade de
se continuar com essa investigacdo, abrangendo um maior nimero de
amostras e de municipios. O estudo gendmico desses virus, incluindo um
fragmento que inclua todo o RNA2 do mesmo e, se possivel, o genoma
completo, serd de grande interesse para permitir um maior conhecimento
para uma avaliacdo segura da sua variabilidade e possivel influéncia nos
programas de melhoramento visando resisténcia a virose.

Quanto aos isolados de ZYMYV, observou-se que a identidade de
aminodcidos do fragmento gendmico estudado, de todos os isolados, inclusive os
do banco de dados, foi igual a 100%, revelando-se como uma regido altamente
conservada. Portanto, para estudo de variabilidade serd necessdrio utilizar a capa

protéica completa, para avaliar adequadamente a sua filogenia.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

ao contrario do que ocorre em outras regides brasileiras, o Squash
mosaic virus foi o virus prevalente nas amostras de abdbora e
melancia coletadas em Tocantins, com incidéncia de 56%, enquanto

0 ZYMV, que € relatado como o de maior incidéncia em outras

regides, foi detectado em 46% delas;

os isolados de Squash mosaic virus infectaram melancia, causando
mosaico e distor¢do foliar, diferentemente do que tem sido descrito

por diversos autores em outras partes do Brasil;

a sequéncia de aminodcidos da regido analisada, dos isolados de ZYMV
brasileiros e estrangeiros, mostrou-se altamente conservada, com 100%
de identidade, sendo portanto inadequada para estudos de variabilidade e

filogenia;

dentre os isolados de SgMV, os que apresentaram maior

variabilidade genética foi o PN2.
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