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RESUMO

O cultivo de morango (Fragaria x ananassa Duch.) possui elevada relevancia econdmica
global e tem apresentado uma expansédo crescente no Brasil. No entanto, a producéo enfrenta
desafios fitossanitarios devido a alta incidéncia de virus e fitoplasmas, que comprometem a
produtividade e a qualidade dos frutos. Muitos desses patdgenos sdo de dificil deteccdo, pois
infeccbes assintométicas sdo comuns, dificultando o diagnostico e a implementacdo de
estratégias de manejo. O objetivo desta dissertacdo foi detectar molecularmente virus,
incluindo strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), strawberry crinkle virus (SCV),
strawberry pallidosis-associated virus (SPaV), strawberry mottle virus (SMoV), strawberry
latent ringspot virus (SLRSV) e strawberry vein banding virus (SVBV), além de fitoplasmas
associados a mudas comercializadas de morango (Fragaria x ananassa Duch.) no Brasil, de
origem nacional (Pouso Alegre-MG) e importadas (Espanha), com énfase na deteccdo do
strawberry latent ringspot virus (SLRSV), um virus quarentenario até entdo ndo relatado no
pais. Foram analisadas 166 amostras de mudas comerciais provenientes de diferentes regides
produtoras. A deteccdo de patdgenos foi realizada por meio da extracdo de RNA, seguida de
RT-PCR, e a extragdo de DNA para deteccdo de fitoplasmas. Os resultados revelaram a
presenca de diferentes espécies de virus, incluindo SMYEV, SMoV, SLRSV e SVBV. Em
relacdo a distribuicdo geogréafica das ocorréncias, 136 amostras positivas foram identificadas
nas mudas de origem nacional, comercializadas no sul de Minas Gerais e 74 em de origem
internacional, importada da Espanha e comercializadas no Brasil, onde os materiais analisados
foram comercializados apds serem adquiridos da Espanha. Essa foi a primeira deteccdo do
SLRSV no Brasil e reforca a necessidade de monitoramento rigoroso na cadeia produtiva. As
informagdes obtidas oferecem embasamento técnico-cientifico para aprimorar estratégias de
diagnostico, manejo integrado e controle de doencas, destacando a relevancia das ferramentas
moleculares para a vigilancia fitossanitaria e a sustentabilidade da producéo de morango.

Palavras-chave: diagndstico molecular; sanidade vegetal; manejo integrado.



ABSTRACT

The cultivation of strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) holds significant global economic
importance and has shown steady expansion in Brazil. However, production faces
phytosanitary challenges due to the high incidence of viruses and phytoplasmas, which
compromise fruit yield and quality. Many of these pathogens are difficult to detect, as
asymptomatic infections are common, hindering diagnosis and the implementation of
management strategies. The aim of this dissertation was the molecular detection of viruses,
including strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), strawberry crinkle virus (SCV),
strawberry pallidosis-associated virus (SPaV), strawberry mottle virus (SMoV), strawberry
latent ringspot virus (SLRSV), and strawberry vein banding virus (SVBV), as well as
phytoplasmas associated with commercial strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) seedlings
in Brazil, both domestically produced (Pouso Alegre, MG) and imported (Spain), with an
emphasis on the detection of strawberry latent ringspot virus (SLRSV), a quarantine virus not
previously reported in the country. A total of 166 commercial seedling samples from different
production regions were analyzed. Pathogen detection was performed through RNA
extraction followed by RT-PCR, and DNA extraction for phytoplasma detection. The results
revealed the presence of different virus species, including SMYEV, SMoV, SLRSV, and
SVBV. Regarding the geographical distribution of occurrences, 136 positive samples were
identified in seedlings of domestic origin, commercialized in southern Minas Gerais, and 74
in those of international origin, imported from Spain and sold in Brazil, where the analyzed
material had been marketed after being acquired from Spain. This was the first detection of
SLRSV in Brazil and underscores the need for strict monitoring within the production chain.
The information obtained provides a technical and scientific foundation to improve diagnostic
strategies, integrated management, and disease control, highlighting the relevance of
molecular tools for phytosanitary surveillance and the sustainability of strawberry production.

Keywords: molecular diagnosis; plant health; integrated management.



INDICADORES DE IMPACTO

Este trabalho apresenta uma relevancia significativa em mdaltiplas esferas, contribuindo para
avancos cientificos, beneficios sociais e impactos econémicos. No ambito cientifico, destaca-
se pela inovacdo no diagndstico do virus quarentenario strawberry latent ringspot virus
(SLRSV) em mudas de morango no Brasil. Este estudo pioneiro amplia o entendimento sobre
viroses emergentes em culturas de importancia global, além de avancar na analise de
fitoplasmas por meio de extracdo de DNA e metodologias moleculares, fortalecendo a base
cientifica para a investigacdo de doencas em morangueiros. No contexto social, o
fortalecimento da seguranca fitossanitaria, por meio da identificacdo precoce de patdgenos,
contribui diretamente para a reducdo de danos nos cultivos, assegurando a produgéo de mudas
de alta qualidade e promovendo a seguranca alimentar da populagdo. Este trabalho também
desempenha um papel fundamental na capacitacdo técnica, ao desenvolver e aplicar métodos
moleculares avancados que qualificam recursos humanos para enfrentar desafios
fitossanitarios contemporaneos. No ambito econémico, os resultados obtidos nesta pesquisa
permitem a mitigacdo de perdas na producdo, evitando prejuizos significativos aos
agricultores e aumentando a produtividade e a rentabilidade da cultura do morango. Além
disso, a deteccdo de patdgenos quarentenarios facilita o atendimento as exigéncias
fitossanitarias em mercados internacionais, impulsionando o comércio global de morangos e
seus derivados. Por fim, os achados desta pesquisa tém o potencial de estimular parcerias
estratégicas entre universidades, instituicdes de pesquisa e empresas agricolas, fomentando
inovagbes no manejo fitossanitario e no desenvolvimento de tecnologias aplicadas a
agricultura.



IMPACT INDICATORS

This work holds significant relevance across multiple spheres, contributing to scientific
advancements, social benefits, and economic impacts. In the scientific realm, it stands out for
its innovation in diagnosing the quarantine virus strawberry latent ringspot virus (SLRSV) in
strawberry seedlings in Brazil. This pioneering study expands the understanding of emerging
viral diseases in globally important crops and advances the analysis of phytoplasmas through
DNA extraction and molecular methodologies, strengthening the scientific foundation for
investigating diseases in strawberry plants. In the social context, the reinforcement of
phytosanitary security through early pathogen detection directly contributes to reducing crop
damage, ensuring the production of high-quality seedlings, and promoting food security for
the population. This study also plays a key role in technical capacity building by developing
and applying advanced molecular methods that prepare human resources to tackle
contemporary phytosanitary challenges. From an economic standpoint, the results of this
research allow for the mitigation of production losses, preventing significant damage to
farmers and increasing both productivity and profitability in strawberry cultivation.
Furthermore, the detection of quarantine pathogens supports compliance with phytosanitary
requirements in international markets, boosting global trade in strawberries and their
derivatives. Finally, the findings of this research have the potential to stimulate strategic
partnerships between universities, research institutions, and agricultural companies, fostering
innovation in phytosanitary management and the development of technologies applied to
agriculture.
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CAPITULO 1 - Introdugcéo geral
1 INTRODUCAO

O cultivo do morango (Fragaria x ananassa Duch.) possui grande relevancia
econdmica e social em diversas regides do mundo, sendo amplamente utilizado na inddstria
alimenticia e apreciado pelo consumo in natura devido as suas propriedades nutricionais e
sabor. Em 2021, a producdo mundial de morangos foi superior a 8,9 milhdes de toneladas,
destacando-se como principais produtores os Estados Unidos, México, Egito, Turquia e
China, que juntos representam uma parcela significativa do mercado global (FAOSTAT,
2022).

No Brasil, a cultura do morango apresenta uma expansdo devido a crescente
demanda e a adaptacdo do cultivo em regides de clima favoravel. Em 2022, a producéo
nacional foi estimada em aproximadamente 180 mil toneladas, com destaque para os estados
de Minas Gerais, S&o Paulo e Parana como os maiores produtores (IBGE, 2022). O cultivo é
caracterizado por pequenas propriedades familiares que utilizam sistemas de producéo
protegido, proporcionando a obtencdo de pseudofrutos com alta qualidade e agregado valor ao
produto. Apesar do desempenho promissor, a produgdo de morango enfrenta diversos desafios
fitossanitarios, incluindo a ocorréncia de doencas virais e fitoplasmaticas, que podem
comprometer a qualidade e o rendimento da safra.

Os virus que infectam o morangueiro sao responsaveis por sérias limitacdes no
cultivo, uma vez que causam redugdo no crescimento, deformacdo de pseudofrutos e
comprometimento da fisiologia da planta. A transmissdo desses patdgenos ocorre de forma
eficiente por meio de vetores como pulgdes e nematdides, além das praticas de manejo, como
0 uso de mudas contaminadas. Entre os virus associados ao morangueiro, destacam-se 0
strawberry crinkle virus (SCV), o strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), o strawberry
vein banding virus (SVBV), o strawberry mottle virus (SMoV) e o strawberry pallidosis-
associated virus (SPaV), cujas interacfes complexas podem culminar em infec¢des multiplas
e efeitos sinérgicos severos (Martin; Trowbridge, 2021).

Além das viroses, os fitoplasmas também representam uma ameaca significativa ao
cultivo do morango. Esses patdgenos procaridticos, pertencentes a classe Mollicutes, séo
transmitidos por insetos vetores e podem causar sintomas graves, como amarelecimento,
nanismo e morte precoce das plantas. No Brasil, a identificacdo de fitoplasmas associados ao
morangueiro reforca a necessidade de atengdo as doencas emergentes, que podem

comprometer ainda mais a sustentabilidade da producdo (Weintraub; Jones, 2010).
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A deteccdo e caracterizagdo de virus e fitoplasmas em mudas de morango sdo
ferramentas fundamentais para 0 manejo eficiente das doencas na cultura, bem como para
prevenir a propagacdo de patdgenos em areas de cultivo ainda livres do patdgeno. Além disso,
0 uso de métodos moleculares, possibilita uma analise detalhada da diversidade patogénica
presente no ambiente, contribuindo para a elaboracdo de estratégias de controle mais precisas
e seguras.

Neste contexto, a presente dissertacdo tem como objetivo a detecgdo da presenca de
virus e fitoplasmas associados ao morangueiro, por meio de métodos moleculares. Os
resultados obtidos contribuem para a ampliacdo do conhecimento sobre doencas em morango
no Brasil, além de oferecer subsidios técnicos e cientificos para 0 manejo integrado da

cultura.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fragaria x ananassa Duch.: Origem e historico

O morango, género Fragaria, pertence a familia Rosaceae, a mesma das macieiras e
pereiras, sendo uma das frutas mais apreciadas no mundo devido ao seu sabor, aroma e
versatilidade em aplicagdes culinérias (Antunes; Reisser Junior; Schwengber, 2016). Sua
historia de cultivo remonta a Europa e a América do Norte, com registros de consumo de
morangos silvestres ja na antiguidade classica. No entanto, o morango moderno que
conhecemos hoje € resultado de hibridacdes entre Fragaria virginiana (América do Norte) e
Fragaria chiloensis (América do Sul), realizadas na Franca durante o século XVIII (Hull;
Moore, 2020). As plantas oriundas desse cruzamento produziam pseudofrutos de excepcional
tamanho, com polpa de coloracdo vermelha, diferente da polpa branca de F. chiloensis.
Segundo Antunes, Reisser Junior e Schwengber (2016), o cultivo de morangos foi
amplamente difundido em todo o mundo ap6s o aperfeicoamento das variedades hibridas,
especialmente com o desenvolvimento da espécie Fragaria X ananassa, que combina alta
produtividade com excelente qualidade de pseudofrutos. Esse avango técnico possibilitou que
0 morango se tornasse uma cultura de expressdo econdmica e social significativa.

O morango é cultivado amplamente em diversas regides do mundo, destacando-se
como uma cultura de alto valor agregado. Sua producédo global é marcada pela relevancia na
geracdo de empregos, principalmente em pequenas propriedades rurais que utilizam sistemas
intensivos de cultivo (Antunes; Reisser Junior; Schwengber, 2016). No Brasil, sua introdugéo
ocorreu no século XIX, mas foi a partir da década de 1960 que o cultivo comercial ganhou
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forca, especialmente nas regides Sul e Sudeste, com destaque para Minas Gerais, Parana e Sao
Paulo (Santos et al., 2020). A adaptacdo a essas regifes estd relacionada as condicOes

climéticas favoraveis e a evolucdo das técnicas de cultivo voltadas para um manejo intensivo.

2.2 Importéncia econdmica
A producdo mundial de morango alcanca aproximadamente 8 milhGes de toneladas

anuais, com destaque para a China, os Estados Unidos e a Turquia como 0S maiores
produtores globais (FAO, 2021). No Brasil, a producéo nacional ultrapassa 160 mil toneladas
por ano, sendo Minas Gerais o principal estado produtor, responsavel por cerca de 40% do
total (IBGE, 2022). As condic¢des ideais para o cultivo de morangueiro incluem temperaturas
entre 13 °C e 22 °C, solos bem drenados, com pH entre 5,5 e 6,5, e boa disponibilidade de
matéria organica (Filgueira, 2003). A irrigacdo regular e 0 manejo de nutrientes sdo essenciais
para garantir o vigor das plantas e a qualidade dos frutos.

A cultura do morangueiro no Brasil continua enfrentando desafios relacionados a
disponibilidade de cultivares adaptadas as condic¢Ges locais de clima e solo, bem como a
qualidade fisiologica e fitossanitaria das mudas produzidas internamente. Consequentemente,
0s produtores ainda dependem significativamente da importacdo de mudas, principalmente da
Argentina e do Chile. Estima-se que mais de 90% das mudas utilizadas no pais sejam
importadas, totalizando mais de 200 milhdes de unidades anualmente (Chanceller, 2020).
Embora essas regides possuam condi¢cdes favoraveis para a producdo de mudas de alta
qualidade, a importacdo acarreta custos elevados e exige inspec¢des fitossanitarias rigorosas
para evitar a introducdo de novas doencas no Brasil. Além disso, as mudas importadas podem
apresentar baixa performance a depender do local e introducGes de patdgenos ndo descritos
anteriormente em regides produtoras brasileiras (Chanceller, 2020).

Para mitigar esses desafios, instituicdes de pesquisa brasileiras tém desenvolvido
tecnologias para a producéo local de mudas de morango. Uma dessas inovacdes é a producéo
de mudas com torrdo, que oferece rastreabilidade confidvel e reduz o estresse das plantas
durante o transplante, aumentando a uniformidade do cultivo e facilitando as praticas de
manejo (UFSM, 2023). Esses esforcos visam reduzir a dependéncia de mudas importadas,
diminuir os custos de produgdo e minimizar os riscos fitossanitarios associados, contribuindo
para o fortalecimento da cadeia produtiva do morango no Brasil.

A fruta também é altamente valorizada no mercado devido & sua composi¢do
nutricional, rica em vitamina C, antioxidantes e compostos bioativos que promovem

beneficios a saude humana (Hull; Moore, 2020). Essa caracterizacdo nutricional, aliada a sua
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versatilidade em aplicacBes alimenticias, contribui para a sua demanda constante tanto no
mercado in natura quanto na inddstria de alimentos, sendo utilizada em sucos, geleias,
iogurtes e sobremesas (Antunes; Reisser Junior; Schwengber, 2016). Estudos recentes
também destacam a presenca de compostos com potencial funcional, como antocianinas, que

contribuem para efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios (Rodrigues et al., 2021).

2.3 Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas do morango

Pertencentes a familia Rosaceae e ao género Fragaria, 0 morango é uma
angiosperma dicotiledénea. Sua planta é herbacea e perene, mas frequentemente cultivada
como anual devido as praticas de manejo agricola, por questdes sanitarias e fisioldgicas.
Apresenta estolhos que permitem a propagacdo vegetativa, além de folhas trifoliadas com
margem serrilhada. As flores sdo hermafroditas, com cinco pétalas brancas, e sdo polinizadas
principalmente por abelhas. O fruto, conhecido popularmente como morango, €, na realidade,
um pseudofruto, formado pelo desenvolvimento do receptaculo floral, enquanto os aquénios
representam os verdadeiros frutos, os quais sdao diminutos, amarelos ou avermelhados (Hull;
Moore, 2020). O sistema radicular é formado por raizes longas, fasciculadas e fibrosas,
originadas na coroa, e se dividem em primarias e secundarias (Filgueira, 2003).

O morangueiro apresenta transformacdes significativas durante as fases de
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo. No estagio vegetativo, ocorre a formacdo de
biomassa, incluindo folhas, caules e estolhos, que sdo estruturas importantes para o acumulo
de reservas e propagacao vegetativa. Na fase reprodutiva, desenvolvem-se 0s componentes
florais, como pétalas, estames e pistilos, que culminam na formacdo dos frutos, os quais
possuem grande importadncia econdmica devido a alta demanda no mercado de
hortifrutigranjeiros (Martins et al., 2018). No cultivo destinado a producéo de frutos, pode-se
considerar que o desenvolvimento vegetativo da planta tem inicio logo ap6s o transplante da
muda para o local definitivo, que é realizado entre os meses de fevereiro e junho, a depender
da regido (Oliveira et al., 2019).

Durante o periodo em que as mudas de morangueiro permanecem no Vviveiro, as
raizes primarias, juntamente com a coroa, desempenham um papel fundamental no
armazenamento de reservas na forma de carboidratos. Essas reservas garantem o crescimento
inicial da planta apés o transplante para o local de cultivo definitivo, sustentando seu
desenvolvimento até que novas raizes primarias e secundarias sejam emitidas e assumam a

fungdo de absorgdo de nutrientes. Esse acumulo de reservas facilita o estabelecimento da
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muda no campo, conferindo maior vigor a planta durante a fase vegetativa e o florescimento
na primavera (Santos et al., 2020).

Os estolhos, que séo caules originados das gemas foliares e capazes de gerar novas
plantas, apresentam um crescimento intenso no mesmo periodo de maior atividade das raizes,
ou seja, apos a frutificacdo e ao longo do verdo (Darnell et al., 2003). Em geral, nas principais
variedades, a producéo de estolhos € estimulada por dias mais longos, superiores a 12 horas, e
temperaturas acima de 22°C (Darnell et al., 2003). As novas plantas que emergem dos nés
dos estolhos dependem da planta-matriz para suprir suas necessidades nutricionais e hidricas
até que desenvolvam seu proprio sistema radicular, o que ocorre geralmente entre 10 e 15 dias
apos o surgimento das folhas (Franquez, 2008).

Em sistemas de cultivo comercial, recomenda-se a remoc¢do dos estolhos, pois estes
atuam como drenos de nutrientes, podendo reduzir a produtividade dos frutos. Paralelamente,
as folhas do morangueiro sdo continuamente renovadas ao longo do ciclo, com uma vida util
relativamente curta, estimada em cerca de dois meses. Essa caracteristica resulta na
coexisténcia de folhas em diferentes estagios de desenvolvimento e senescéncia durante a
maior parte do ciclo produtivo (Antunes et al., 2007).

O florescimento e a frutificacgdo do morangueiro envolvem uma sequéncia de
processos fisiologicos bem definidos, que incluem inducdo, iniciacdo, diferenciacdo e antese
floral (Verdial, 2004). A inducdo ocorre nas folhas, que, ao serem expostas a condi¢bes
ambientais favoraveis, captam os estimulos e os transmitem ao meristema apical, promovendo
a formacdo do botdo floral (Antunes; Reisser Janior; Schwengber, 2016).). A iniciacdo é
marcada por alteracdes quimicas e fisicas na gema, desencadeadas pelos sinais florais.
Durante a diferenciacdo, ocorre a formacao dos 6rgdos florais e da inflorescéncia no botéo
floral. Por fim, a antese representa a etapa culminante, na qual os érgdos florais tornam-se
visiveis, possibilitando a polinizacdo e, consequentemente, a fertilizacdo (Vieira, 2020).

A vernalizagdo desempenha um papel crucial no desenvolvimento reprodutivo do
morangueiro, especialmente para cultivares de dias curtos. Esse processo refere-se a
exposicdo das plantas a temperaturas baixas por um periodo prolongado, estimulando a
transicdo do estadio vegetativo para o reprodutivo. A vernalizagdo influencia diretamente a
inducdo floral e pode ser realizada naturalmente, em regides de inverno frio, ou
artificialmente, através do armazenamento de mudas em cémaras frias. Estudos recentes
demonstram que a vernalizacdo de mudas em cémara fria a 5 °C por 576 horas melhora
caracteristicas agrondmicas e aumenta a produtividade em condi¢bes tropicais (Oviedo;

Enciso-Garay; Figueredo, 2020). Além disso, pesquisas indicam que diferentes periodos de
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vernalizacdo artificial (10, 20 e 30 dias) influenciam positivamente a producdo e a qualidade
dos frutos em diversas cultivares de morangueiro (Oliveira, 2024).

O desenvolvimento do morangueiro é influenciado por fatores ambientais, como
temperatura, fotoperiodo, umidade e manejo de nutrientes, que, juntamente com as
caracteristicas genéticas de cada cultivar, determinam o equilibrio entre as fases vegetativa e
reprodutiva. Esse equilibrio € essencial para otimizar a produtividade e a qualidade dos frutos,
pois condigdes subodtimas de cultivo, seja por desbalanco nutricional, estresse hidrico ou
temperaturas inadequadas, podem impactar diretamente a fisiologia da planta. Tais condi¢Ges
resultam em menor rendimento e aumento na suscetibilidade a patdgenos e pragas (Costa et
al., 2022).

2.4 Principais doengas no morangueiro
Os agentes causadores de doencas no morango sao os fungos, bactérias, nematoides,

virus e fitoplasmas. Esses organismos patogénicos afetam o desenvolvimento da planta,
reduzindo sua produtividade e qualidade de frutos, causando diversas doencas por cada um
deles.

2.4.1 Doencas fungicas
Os fungos sdo organismos eucariéticos pertencentes ao reino Fungi, com parede

celular composta por quitina, que lhes confere resisténcia estrutural. Por serem heterotréficos,
dependem de matéria orgénica para sua sobrevivéncia, desempenhando um papel fundamental
nos ecossistemas como decompositores. Contudo, muitos fungos sdo fitopatogénicos,
causando doencas em plantas ao penetrar tecidos vegetais, geralmente por meio de esporos ou
hifas que invadem ferimentos ou aberturas naturais (Agrios, 2005). No caso do morangueiro,
diversas doencas causadas por fungos tém grande impacto econémico. Entre elas, destaca-se a
antracnose, causada pelas espécies Colletotrichum fragariae e Colletotrichum acutatum,
responsaveis pela podriddo do rizoma e flor-preta, respectivamente (Santos; Medeiros, 2003;
Neumann et al., 2015). Outras doengas incluem a mancha de Mycosphaerella
(Mycosphaerella fragariae), que provoca lesdes foliares e reduz a capacidade fotossintética
da planta (Pereira et al., 2007); a mancha de Dendrophoma (Phomopsis obscurans), que afeta
folhas mais velhas (Durr et al., 2008); e a mancha de Diplocarpon (Diplocarpon earlianum),
gue também causa lesdes escuras nas folhas (Oliveira; Martins; Pereira, 2006). Além disso, ha
a podriddo de Phytophthora (Phytophthora cactorum), que danifica a coroa e o sistema
radicular; a murcha de Verticillium (Verticillium dahliae), que obstrui o sistema vascular e
resulta em amarelecimento e murcha das folhas (Brasil et al., 2014); o oidio (Sphaerotheca

macularis f.sp. fragariae), caracterizado por uma camada esbranquicada em folhas, peciolos e
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frutos (Moral et al., 2017); e o mofo cinzento (Botrytis cinerea), que ataca flores e frutos,
formando um micélio cinzento caracteristico em condic¢Ges de alta umidade (Anderson; Kirk,
2004). Essas doencas podem comprometer significativamente a producdo de morangos,
tornando essencial o manejo integrado que engloba o uso de cultivares resistentes, préaticas
culturais adequadas e, quando necessario, controle quimico (Santos; Medeiros, 2003; Pereira
et al., 2007).

2.4.2 Doencas bacterianas
As bactérias sdo microrganismos procariontes, unicelulares e que se reproduzem por

divisdo binaria. Muitas espécies bacterianas sdo fitopatogénicas, causando danos as plantas de
diferentes formas. Esses danos incluem a producéo de toxinas que afetam os tecidos vegetais,
a degradacdo da parede celular das plantas ou o bloqueio dos tecidos condutores,
comprometendo o transporte de agua e nutrientes. No caso do morangueiro, destaca-se a
Xanthomonas fragariae, responsavel pela mancha angular, uma doenca que afeta os tecidos
foliares, formando les6es translicidas que comprometem a capacidade fotossintética da planta
(Bassi et al., 2010). Essas doencas, juntamente com outras infecgdes, exigem uma vigilancia
constante para o controle de sua disseminacdo, especialmente considerando a resisténcia

crescente aos tratamentos convencionais (Neumann et al., 2015).

2.4.3 Doengas causadas por nematoides
Os nematoides, pertencentes ao reino Animalia, sdo vermes microscopicos que

habitam o solo e parasitam as raizes das plantas, causando sérios prejuizos ao
desenvolvimento vegetal. No caso do morangueiro, destacam-se espécies de grande
importancia econémica, como Aphelenchoides besseyi, responsavel pelo enfezamento do
morangueiro; Meloidogyne spp., causador de galhas nas raizes; e Pratylenchus spp., que
provoca lesdes radiculares (Santos; Medeiros, 2003; Alves et al., 2016). Esses nematoides sdo
amplamente prejudiciais, pois induzem deformidades nas raizes, comprometendo a absorcao
de agua e nutrientes. Como consequéncia, as plantas ficam enfraquecidas, apresentam
crescimento reduzido e tém menor produtividade. Para o manejo desses patogenos, adota-se
uma abordagem integrada que combina diferentes estratégias para minimizar seus impactos.
O uso de praticas culturais, como a rotagdo de culturas com plantas ndo hospedeiras, pode
reduzir a populacdo de nematoides no solo (Souza et al., 2017). O uso de cultivares resistentes
é uma estratégia eficiente e sustentavel, pois impede que o nematoide complete seu ciclo de
vida. O manejo integrado, que combina essas praticas, € a melhor forma de garantir a
sustentabilidade e a produtividade no cultivo do morangueiro (Alves et al., 2016; Souza et al.,
2017).
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2.4.4 Doencas causadas por fitoplasmas
Os fitoplasmas sdo microrganismos procariontes pertencentes a classe Mollicutes,

conhecidos por ndo possuirem parede celular, sendo envoltos apenas por uma membrana
plasmatica. Esse traco estrutural os torna altamente flexiveis e sensiveis a condicGes
ambientais adversas. Esses patdgenos sdo restritos ao floema das plantas, onde se multiplicam
e causam disfungdes metabolicas significativas (Lee et al., 2000).

Nos morangueiros, foram relatados fitoplasmas pertencentes ao grupo 16Srl, como
Candidatus Phytoplasma asteris e Candidatus Phytoplasma solani, que causam sintomas
como amarelecimento das folhas, crescimento reduzido, deformidades nas plantas e reducdo
na frutificacdo, prejudicando o vigor e a produtividade das plantas (Soares et al., 2015). Esses
sintomas podem ser confundidos com os causados por outros patdgenos, o que torna o
diagndstico precoce fundamental para o controle eficiente da doenga. A transmissdo ocorre
principalmente por insetos vetores da ordem Hemiptera, como cigarrinhas (Cicadellidae) e
psilideos, que se alimentam diretamente do floema e transferem os fitoplasmas entre as
plantas durante o processo de alimentacdo (Cavalcante et al., 2014).

As principais técnicas de deteccdo incluem PCR (reacdo em cadeia da polimerase),
que permite a amplificacdo e identificacdo do material genético do fitoplasma, e a anélise por
hibridacdo com sondas especificas (Garcia et al., 2016). O LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplifcation), uma plataforma de amplificacdo isotérmica de &cido nucleico idealizada por
Notomi et al. (2000), também tem sido utilizada para deteccdo molecular de fitoplasma. E
uma sintese de DNA de deslocamento de fita de ciclo automatico catalisada por uma DNA
polimerase de deslocamento de fita usando quatro primers (dois primers internos e dois
primers externos) que se ligam a seis sequéncias distintas no DNA alvo. Os protocolos de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) também tem sido utilizados para detectacdo de diversas
espécies de fitoplasma (Kanatiwela-de Silva et al. 2019). Em casos mais avancados, a
microscopia eletrénica também pode ser utilizada para visualizar diretamente os fitoplasmas,
mas é uma técnica mais complexa e menos acessivel. O controle dos fitoplasmas envolve a
gestdo do controle dos insetos vetores, por meio de préaticas culturais, como o uso de
armadilhas para captura dos insetos e aplicacdo de inseticidas seletivos (Soares et al., 2015).
Além disso, é importante o uso de mudas certificadas livres de fitoplasmas e a eliminagéo de
plantas infectadas para evitar a disseminacdo da doenca. O desenvolvimento de cultivares
resistentes também é uma estratégia importante no manejo integrado dessas infeccdes (Santos
et al., 2008).
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2.5 Viroses
Os virus sdo agentes infecciosos, formados por um nucleo de material genético, que

pode ser DNA ou RNA, envolto por um capsideo proteico que os protege e auxilia na
infeccdo das células hospedeiras. Por serem parasitas obrigatdrios, os virus dependem
completamente das células que infectam para se replicarem e completarem seu ciclo de vida.
No cultivo de morangueiro, diversos virus tém impacto significativo, como strawberry crinkle
virus (SCV) e o strawberry mild yellow edge virus (SMEYV) (Bassi et al., 2010). Esses virus
sdo transmitidos principalmente por insetos vetores, como afideos (Chaetosiphon fragaefolii e
Chaetosiphon jacobi) (Joshi et al., 2014). Os sintomas causados por esses virus incluem
deformacdes foliares, como enrolamento ou enrugamento, reducdo no crescimento vegetativo
e menor frutificacdo, comprometendo tanto a qualidade quanto a quantidade da producao
(Oliveira; Martins; Pereira, 2006; Santos et al., 2008). O manejo de viroses no morangueiro
requer estratégias integradas, como o uso de mudas certificadas livres de virus, o controle
eficiente de insetos vetores por meio de praticas culturais e aplicacdo de inseticidas seletivos,
e a eliminacdo de plantas infectadas para evitar a disseminacdo do virus (Santos et al., 2008;
Joshi et al., 2014).

As viroses em morango tém sido documentadas desde o inicio do século XX. O
primeiro relato de uma virose na cultura foi associado ao strawberry mottle virus (SMoV) na
Inglaterra, em 1922, por Smith, que observou sintomas de mosaico em cultivares locais
(Smith, 1922). Desde entdo, os virus que infectam o morangueiro tém sido identificados em
vérias partes do mundo, com relatos significativos na América do Norte, Europa e Asia.

A importancia das viroses no morango reside em sua capacidade de reduzir
drasticamente o vigor vegetativo, a produtividade e a qualidade dos frutos. Em muitos casos,
as infeccdes virais sdo assintomaticas nas fases iniciais, dificultando a deteccdo e permitindo a
propagacao silenciosa dos patdgenos por meio de material de plantio contaminado (Martins et

al., 2022). Dentre as viroses que acometem o morango, destacam-se:

2.5.1 Potexvirus fragariae (SMYEV)
O Potexvirus fragariae ou strawberry mild yellow edge virus (SMYEV) é um dos

principais virus que afetam a cultura do morango (Fragaria x ananassa), contribuindo para
perdas significativas de produtividade e qualidade dos frutos. Taxonomicamente, 0 SMYEV
pertence ao género Potexvirus e a familia Alphaflexiviridae. O genoma desse virus €
composto por RNA de fita simples com polaridade positiva, codificando proteinas associadas
a replicacdo, movimento celular e formagdo da particula viral (Figura 1) (Martins et al.,
2006).
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Figura 1: Representacdo gendmica do Potexvirus fragariae.
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Legenda: Organizacdo gendmica e expressdo proteica do strawberry mild yellow edge virus
(SMYEV), um virus pertencente ao género Potexvirus. O genoma de RNA fita simples de polaridade
positiva codifica a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), proteinas do bloco triplo de genes
(TGB1, TGB2 e TGB3) envolvidas no movimento viral e a proteina do capsideo (CP), essencial para a
formacdo da particula viral. A figura destaca a producdo de RNAs subgendmicos durante o ciclo
replicativo, responsaveis pela expressao das proteinas estruturais e de movimento.

Fonte: ViralZone (https://viralzone.expasy.org) (2024) com adaptacoes.

A particula viral apresenta formato filamentoso flexivel, com aproximadamente 470-
580 nm de comprimento (ICTV, 2024). Em condic¢Ges de campo, 0 SMYEV frequentemente
ocorre em coinfecces com outros virus, como o strawberry crinkle virus (SCV) e o
strawberry vein banding virus (SVBV), exacerbando os sintomas nas plantas afetadas.

Os sintomas induzidos pelo SMYEV incluem bordas amareladas leves nas folhas,
com posterior evolucdo para clorose generalizada (Figura 2). A infeccdo também pode
resultar em reducdo do vigor das plantas, comprometendo o desenvolvimento dos frutos e a
producdo. Esses danos tornam-se mais severos quando associados a fatores de estresse
ambiental ou presenca de outros patégenos.

Figura 2: Planta de morango com sintomas causados por Potexvirus
|

fragariae.
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Legenda: A-B Planta de morango com sintomas caracteristicos causados por Potexvirus fragariae,
clorose e foliolos curvados para baixo, pela acéo do virus.
Fonte: Adaptado de EMBRAPA (2024).
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A transmissdo do SMYEV ocorre de forma persistente por meio de afideos, sendo
Chaetosiphon fragaefolii o principal vetor (EPPO,2005). Esses insetos adquirem o virus ao se
alimentarem de plantas infectadas e o disseminam para plantas sadias durante a alimentacao,
sendo dois dias para a aquisi¢do e oito dias requeridos para a transmissdo (EPPO,2005). Além
disso, a propagacéo pode ocorrer pelo uso de mudas contaminadas, um problema recorrente
em sistemas de producéo intensiva de morango.

No mundo, 0 SMYEV é amplamente distribuido em regides produtoras de morango,
sendo relatado na Europa, América do Norte, Asia e Oceania. No Brasil, sua presenca é
registrada principalmente em areas de cultivo no Sul e Sudeste, onde o clima é favoravel ao
desenvolvimento dos afideos vetores e a cultura é amplamente difundida (Antunes; Reisser
Junior; Schwengber, 2016).

O manejo do SMYEV envolve medidas integradas que incluem o controle dos
vetores, uso de mudas certificadas livres de virus e eliminacdo de plantas sintomaticas. A
aplicacdo de inseticidas para controle de afideos deve ser realizada com critérios técnicos para
evitar resisténcia e danos ao meio ambiente. Além disso, praticas como a instalacdo de
barreiras fisicas, como telas anti-insetos, e 0 uso de agentes de controle biolégico podem
complementar o manejo integrado (Nickel; Fajardo, 2014).

A deteccdo do SMYEV é realizada por meio de técnicas sorologicas, como ELISA, e
moleculares, como RT-PCR. Essas metodologias permitem a identificacdo precisa do virus,
mesmo em estagios iniciais da infeccdo. Recentemente, avancos em tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo tém possibilitado uma melhor compreenséo da diversidade
genética do virus e de sua interacdo com os hospedeiros (Martins et al., 2006).

Dessa forma, o SMYEV representa um desafio significativo para a producdo de
morangos em escala global. O conhecimento detalhado sobre sua biologia, epidemiologia e
manejo é essencial para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis que minimizem 0s

impactos da doenca e garantam a sustentabilidade do cultivo.

2.5.2 Sadwavirus fragariae (SMoV)
Sadwavirus fragariae ou strawberry mottle virus (SMoV) é um dos principais

agentes virais que afetam a cultura do morangueiro (Fragaria spp.), sendo descrito pela
primeira vez em 1922 (Frazier; Sylvester, 1960). Pertencente a ordem Picornavirales familia
Secoviridae e género Sadwavirus (Sanfacon, 2009), o Sadwavirus fragariae € amplamente
distribuido em regides produtoras de morango, como América do Norte, Europa, Asia e

Oceania (Maas, 2020). Este virus se destaca pela sua relevancia epidemioldgica, tanto pelos
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prejuizos econémicos que pode causar quanto pela sua interacdo sinérgica com outros
patdgenos.

Tais interacdes sinérgicas aumentam a severidade dos sintomas, como deformacdes
foliares, clorose, ma formacédo de flores e frutos, o que resulta em reducGes significativas no
vigor das plantas (Figura 3) (Fraile et al., 2019). Além disso, essas coinfeccdes complicam o
diagnostico e 0 manejo, exigindo abordagens integradas que considerem tanto a deteccédo
precoce quanto o controle eficaz de maltiplos virus.

Figura 3 - Planta de morango com sintomas causados pelo Sadwavirus fragariae.

Legenda: Planta de morango com sintomas caracteristicos causados por Sadwavirus fragariae,
incluindo clorose foliar com margens das folhas e coloragdo vermelha ou laranja.
Fonte: Adaptado de University of Kentucky (2024).

Sadwavirus fragariae apresenta um genoma de RNA bipartido de fita simples,
composto por RNA 1 e RNA 2, com tamanhos de aproximadamente 7 kb e 5,6 kb, ambos
com cauda poliadenilada (Tompson et al., 2002). O RNA 1 codifica proteinas essenciais para
a replicacéo viral, como helicase (Hel), RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e outras
enzimas que desempenham func@es criticas no ciclo viral. J& 0 RNA 2 é responsavel pela
codificacdo de proteinas envolvidas na movimentacdo celular e no encapsidamento, como a
proteina de movimento (MP) e as proteinas de revestimento (CPL e CPS) (Tompson et al.,
2002). Essa organizagdo gendmica reflete a adaptacdo do virus para infectar eficientemente o
morangueiro e disseminar-se em larga escala (Figura 4).

Figura 4: Representagdo genémica bipartida do Sadwavirus fragariae.
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Legenda: Organizacdo gendmica do virus Sadwavirus fragariae, com genoma bipartido representando
0s segmentos RNA-1 (7,0 kb) e RNA-2 (5,4 kb). O segmento RNA-1 codifica a helicase (Hel),
proteina ligada ao genoma viral (VPg), protease (Pro) e RNA polimerase dependente de RNA (POL).
O segmento RNA-2 codifica a proteina de movimento (MP), proteina de capsideo-like (CPL) e
proteina de capsideo (CPS). Ambos 0s segmentos possuem extremidades 5' ligadas a VPg e
extremidades 3' poliadeniladas (poly-A).

Fonte: ViralZone (https://viralzone.expasy.org) (2024) com adaptacoes.

A disseminacdo do SMoV ocorre predominantemente por meio de vetores
bioldgicos, especialmente pulgbes do género Chaetosiphon e a espécie Aphis gossypii
(Thompson; Jelkmann, 2003). Esses insetos transmitem o virus de forma persistente
circulativa, adquirindo ao se alimentarem do floema de plantas infectadas. Durante o processo
de aquisicdo, o virus atravessa barreiras fisioldgicas no corpo do inseto, como o epitélio
intestinal, migrando para a hemolinfa e, em seguida, para as glandulas salivares, onde se
acumula (NG; Falk, 2006; Whitfield et al., 2015). O periodo de aquisicao varia de 15 minutos
a algumas horas, dependendo da densidade viral na planta hospedeira e das condi¢bes
ambientais. Apds atravessar o periodo de laténcia, que pode durar de horas a poucos dias, 0
vetor torna-se infeccioso pelo resto da vida, garantindo alta eficiéncia na disseminacdo do
SMoV (Gray et al., 2007).

A interacdo entre o Sadwavirus fragariae e seus vetores demonstra um alto grau de
especializacdo e coevolucdo. Proteinas virais, como a MP e as proteinas de revestimento,
desempenham papéis criticos na travessia de barreiras internas e na estabilidade do virus
dentro do vetor, garantindo sua eficiéncia de transmissdo (Whitfield et al., 2015). Esses
fatores tornam o controle do Sadwavirus fragariae um desafio significativo, especialmente
em areas com alta densidade populacional de pulgdes.

As estratégias de manejo dependem de uma compreensdo aprofundada dos
mecanismos de transmissdo e interacdo entre 0 virus e seus vetores. Métodos moleculares,
como RT-PCR e gqPCR, séo cruciais para a deteccdo precoce, permitindo agdes preventivas,
como o0 uso de mudas livres de virus e o controle das populacdes de pulgbes (Martins et al.,

2022). Abordagens mais recentes incluem a amplificacdo isotérmica mediada por loop (RT-


https://viralzone.expasy.org/

25

LAMP), que se destaca pela rapidez e sensibilidade, sendo adequada para deteccdo em
condicdes de campo (Ren et al., 2021).

Por fim, a adocdo de préaticas de manejo integrado, incluindo o controle de vetores, 0
uso de variedades resistentes e a produgdo de mudas certificadas, é essencial para mitigar os
impactos do SMoV na cultura do morangueiro. A integracdo de abordagens multidisciplinares
¢ fundamental para enfrentar os desafios impostos pela alta prevaléncia do virus e sua

complexa interacdo com o0s vetores e outros patdgenos.

2.5.3 Cytorhabdovirus fragariarugosus (SCV)

Cytorhabdovirus fragariarugosus ou strawberry crinkle virus (SCV) é um dos
principais patdgenos do morangueiro, amplamente distribuido em areas produtoras e
reconhecido como uma das principais causas de perdas econdmicas na cultura (ICTV, 2024).
Descrito pela primeira vez na década de 1930, o Cytorhabdovirus fragariarugosus pertence a
familia Rhabdoviridae, subfamilia Betarhabdovirinae e género Cytorhabdovirus (Mellor &
Krczal, 1987). Sua infeccdo € marcada por sintomas como enrugamento das folhas, clorose
internerval, deformacdo de frutos e reducéo do vigor das plantas (Figura 5). Esses danos sdo
frequentemente agravados em coinfeccdo com outros virus, como o Sadwavirus fragariae
(SMoV) e o Caulimovirus venafragariae (SVBV), resultando em perdas de produtividade que
podem atingir até 70% (Fraile et al., 2019).

Figura 5 - Planta de morango com sintomas causados pelo Cytorhabdovirus fragariarugosus.

Legenda: A-B: Planta de morango com sintomas caracteristicos causados por Cytorhabdovirus
fragariarugosus, incluindo clorose nas nervuras foliares e enrugamento das folhas.
Fonte: Adaptado de University of Florida (2024).

O genoma do Cytorhabdovirus fragariarugosus é constituido por RNA de fita
simples com polaridade negativa, organizado em um Unico segmento de aproximadamente 13

kb (Adkins et al., 2003). Ele codifica sete proteinas principais, como a nucleoproteina (N), a
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glicoproteina (G) e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), essenciais para a
replicacdo, montagem e movimentacdo do virus (Figura 6) (Dietzgen et al., 2017). Essas
caracteristicas tornam o Cytorhabdovirus fragariarugosus um patégeno altamente eficiente,
especialmente quando transmitido por seus vetores bioldgicos, os pulgbes do género
Chaetosiphon. A transmissdo ocorre de forma persistente propagativa, com 0 virus
replicando-se nos tecidos internos do vetor, como as glandulas salivares, e sendo transmitido
durante toda a vida do inseto (Whitfield et al., 2015; Gray et al., 2007).

Figura 6: Representacdo genémica bipartida do Cytorhabdovirus fragariarugosus.
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Legenda: Representacdo esquematica da organizagdo genémica do Cytorhabdovirus fragariarugosus.
O genoma do virus apresenta genes que codificam as principais proteinas estruturais e funcionais:
nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de interag&o (I), proteina de matriz (M), glicoproteina
de envelope (G) e a RNA polimerase dependente de RNA (L). Essa organizacdo é caracteristica do
género Cytorhabdovirus na familia Rhabdoviridae.

Fonte: ViralZone (https://viralzone.expasy.org) (2024) com adaptagoes.

No Brasil, 0 morangueiro é amplamente cultivado em estados como Minas Gerais,
Sao Paulo e Parana, mas estudos sobre a ocorréncia do Cytorhabdovirus fragariarugosus
ainda sdo limitados. Embora vetores como Chaetosiphon fragaefolii ja tenham sido
documentados no pais, ha uma lacuna critica no conhecimento sobre a epidemiologia do
Cytorhabdovirus fragariarugosus em territorio brasileiro. A auséncia de levantamentos de
incidéncia impede uma avaliacdo precisa dos riscos a cultura, comprometendo a
implementacado de estratégias de manejo eficazes (SILVA et al., 2020).

Os sintomas associados ao Cytorhabdovirus fragariarugosus (SCV) podem variar
conforme fatores como idade da planta, genotipo hospedeiro e condi¢fes ambientais. A
coinfec¢do com outros virus pode resultar em uma sobreposicdo de sintomas, tornando o
diagnostico mais desafiador. Embora ndo haja informacdes especificas sobre o periodo de
incubacdo do SCV, sabe-se que os citorrabdovirus replicam-se no citoplasma das células
infectadas e sdo transmitidos por vetores como pulgdes (ICTV, 2025). Métodos moleculares
como RT-PCR, gPCR e RT-LAMP tém sido amplamente utilizados para a deteccdo precoce
do Cytorhabdovirus fragariarugosus, oferecendo maior precisdo e rapidez no diagnostico
(Renetal., 2021).
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O manejo do Cytorhabdovirus fragariarugosus requer uma abordagem integrada,
combinando o uso de mudas certificadas, controle de vetores e praticas culturais. A remogéo
de plantas infectadas e o uso de controle quimico ou bioldgico para reduzir populacdes de
pulgbes sdo medidas fundamentais para minimizar a disseminagdo do virus. Além disso,
pesquisas recentes tém explorado ferramentas biotecnoldgicas, como CRISPR/Cas, para
introduzir resisténcia genética ao Cytorhabdovirus fragariarugosus em cultivares de
morango, representando um avango promissor no manejo sustentvel da doenca (Hull &
Moore, 2020).

Portanto, o controle do Cytorhabdovirus fragariarugosus depende de uma
combinacdo de estratégias tradicionais e inovadoras, apoiadas por levantamentos
epidemioldgicos que mapeiem sua ocorréncia no Brasil. Uma abordagem multidisciplinar é
crucial para mitigar os impactos desse patdgeno, garantindo a produtividade e a qualidade dos
frutos em regides produtoras.

2.5.4 Crinivirus palidofragariae (SPaV)

Crinivirus palidofragariae ou strawberry pallidosis-associated virus (SPaV) é um
dos principais virus associados a cultura do morangueiro, pertencente ao género Crinivirus e a
familia Closteroviridae (ICTV, 2024). Este virus foi identificado inicialmente na década de
1990 e tem sido amplamente estudado devido a sua relevancia na reducdo da produtividade e
qualidade dos frutos (Tian et al., 1996). O SPaV é transmitido de forma semi-persistente por
moscas-brancas, especialmente Trialeurodes vaporariorum e Bemisia tabaci, vetores que
desempenham um papel crucial na disseminacdo do virus em areas de cultivo comercial
(Kundu et al., 2008).

O genoma do género Crinivirus é constituido por RNA, é dividido entre dois RNAs
lineares, de sentido positivo, fita simples, totalizando 15,6-17,9 kb (Martin et al., 2006). O
genoma viral inclui ORFs (Open Reading Frames) que codificam proteinas essenciais para a
replicacdo, movimento e encapsidacao do virus. Dentre as principais proteinas estdo a RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), responsavel pela replicacdo do genoma viral, as
proteinas Hsp70h e p59, que atuam no movimento viral dentro da planta hospedeira, e as
proteinas CP (proteina da capside principal) e CPm (proteina da capside menor),
fundamentais para a formacdo do capsideo e protecdo do genoma viral. Essa estrutura
gendmica confere ao SPaV a capacidade de interagir com proteinas hospedeiras, facilitando
sua replicacdo e disseminacéo sisttmica na planta. Estudos recentes indicam que o genoma do
SPaV apresenta uma alta variabilidade genética, o que pode influenciar a expressdo de

sintomas e a eficiéncia das estratégias de manejo (Rusholme et al., 2007) (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo gendmica bipartida do Crinivirus palidofragariae.
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Legenda: Representacdo esquematica da organizagdo gendmica do Crinivirus palidofragariae. O
genoma do virus apresenta, genoma bipartido com genes que codificam as principais proteinas
estruturais e funcionais: polimerase dependente de RNA (RdRp), proteinas Hsp70h e p59, CP
(proteina da cépside principal) e proteina da capside menor (com). Essa organizacao € caracteristica do
género Crinivirus na familia Closteroviridae.

Fonte: ViralZone (https://viralzone.expasy.org) (2025).

O SPaV é transmitido por moscas-brancas de maneira semi-persistente. Apos a
aquisicdo, o virus € retido no estilete das moscas-brancas, podendo ser transmitido a novas
plantas durante a alimentacdo subsequente. Essa interacdo virus-vetor é altamente eficiente
em condic¢des de clima quente e imido, que favorecem a proliferacdo dos vetores (Kundu et
al., 2008). A ampla distribuicdo geografica do strawberry pallidosis-associated virus (SPaV) e
sua capacidade de coinfeccdo com outros virus do complexo viral do morangueiro, como 0
beet pseudo yellows virus (BPYV), agravam os impactos econdmicos nas lavouras. Estudos
indicam que taxas de infeccdo podem chegar a 90% para o SPaV e 60% para 0 BPYV em
plantas com sintomas de declinio, especialmente em areas com altas popula¢Ges de moscas-
brancas, os vetores desses virus. A coinfeccdo com outros virus pode intensificar os sintomas
e dificultar o diagnostico, resultando em perdas significativas na produtividade (Tzanetakis et
al., 2006). A palidose do morango, nome comum da doenga causada pelo SPaV é
transmissivel por enxerto e induz sintomas em Fragaria virginiana ('UC-10', 'UC-11"), mas
ndo em indicadores de F. vesca (Antunes; Reisser Junior; Schwengber, 2016). Os sintomas
caracteristicos do SPaV incluem clorose interneval, necrose parcial das folhas, reducdo no
crescimento e mé formacéo dos frutos. Em coinfec¢do com outros virus, os sintomas tornam-
se mais severos e frequentemente levam ao declinio total das plantas (Martin et al., 2006)
(Figura 8).
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Legenda: Plantas de morango infectadas pelo Crinivirus palidofragariae (SPaV),
apresentando clorose internerval, necrose parcial das folhas e deformacéao dos frutos.
Fonte: Surendra Dara, UCCE (2013).

Estudos indicam que a presenca de SPaV pode causar perdas de produtividade

superiores a 50%, especialmente em cultivares suscetiveis (Rusholme et al., 2007). O
diagnostico do SPaV é desafiador devido a sua associacao frequente com infeccdes maltiplas.
Técnicas moleculares, como RT-PCR e RT-gPCR, sdo amplamente utilizadas para a deteccao
especifica do virus. Recentemente, métodos baseados em LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Amplification) tém sido desenvolvidos, oferecendo maior sensibilidade e praticidade para o
diagnostico em campo (Kundu et al., 2008).

O manejo do SPaV requer uma abordagem integrada, combinando medidas
preventivas e tecnoldgicas. O uso de mudas certificadas, livres de virus, é a base para
minimizar a introducdo do patdégeno nos sistemas de cultivo. O controle populacional de
vetores, por meio de praticas culturais, controle biolégico com inimigos naturais e aplicacéo
de inseticidas seletivos, € essencial para reduzir a transmissdo viral (Martin et al., 2006).
Além disso, o desenvolvimento de cultivares resistentes, por meio de melhoramento genético
tradicional e técnicas de biotecnologia, tem se mostrado promissor para 0 manejo sustentavel
do SPaV (Rusholme et al., 2007). Pesquisas recentes tém explorado a edigdo genética
mediada por CRISPR/Cas para conferir resisténcia ao SPaV em morangueiros. Essa
estratégia, aliada a estudos epidemioldgicos e ao desenvolvimento de modelos preditivos
baseados em dados climaticos e populacionais dos vetores, visa fornecer solugbes mais
eficazes e sustentaveis para os desafios impostos pelo SPaV na agricultura moderna (Kundu et

al., 2008). Portanto, o enfrentamento do SPaV exige um esforgco multidisciplinar, integrando
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avancos tecnoldgicos e praticas agricolas sustentaveis para mitigar os impactos negativos

desse virus na produtividade e na qualidade dos frutos de morango.

2.5.5 Stralarivirus fragariae (SLRSV)

Também strawberry latent ringspot virus (SLRSV) 0
Stralarivirus fragariae € um virus que afeta a cultura do morango (Fragaria x ananassa),
causando perdas na produtividade e comprometendo a qualidade dos frutos.
Taxonomicamente, 0 SLRSV pertence ao género Stralarivirus e a familia Secoviridae (ICTV,
2024). Este virus possui um genoma constituido por RNA de fita simples com polaridade
positiva, segmentado em dois componentes, RNA-1 e RNA-2, que codificam proteinas
relacionadas a replicagdo e ao movimento viral, respectivamente (Martins et al., 2006). A
proteinase dos Stralarivirus € distinta daquela de outros virus da familia, pois ndo parece ter
um His ou Leu conservado no sitio ativo. Além disso, o sitio de clivagem reconhecido pela
proteinase do Stralarivirus € Unico (Figura 10).

Figura 10: Representacdo genomica bipartida do Stralarivirus fragariae.
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Legenda: Representacdo esquematica da organizacdo genémica bipartida do Stralarivirus fragariae. O
virus possui um genoma de RNA de fita simples positivo (+ssRNA) segmentado em dois segmentos:
O RNA-1 contém genes relacionados a replicacdo viral, incluindo, Hel (helicase), VPg (proteina
ligada ao genoma viral), Pro (protease) e Pol (Poliproteina). O RNA-2 codifica proteinas associadas a
movimentagdo e a estrutura do virus, incluindo MP (proteina de movimento), CPL (proteina da
capside menor) e CPS (proteina da cépside principal).

Fonte: ViralZone (https://viralzone.expasy.org) (2025).

A particula viral do SLRSV apresenta formato icosaédrico, com cerca de 28 nm de
diametro, sendo composta por um capsideo proteico que protege o material genético. O virus
€ mecanicamente transmissivel e pode infectar uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
plantas herbaceas e lenhosas. No morango, 0 SLRSV frequentemente se associa a infecgdes
latentes, mas também pode provocar sintomas como anormalidades no crescimento, manchas

cloroticas nas folhas e reducdo da produtividade.
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Figura 10 - Planta de morango com sintomas causados pelo Stralarivirus fragariae.

Legenda: Planta de morango com sintomas caracteristicos causados por Stralarivirus fragariae,
incluindo clorose foliar nas nervuras das folhas.
Fonte: Adaptado de Kunasakdakul et al., (2022).

O SLRSV ¢ um patogeno que infecta um grande nimero de espécies de plantas
ornamentais e fruteiras, como a amoreira-preta, a groselheira, a cerejeira, a videira, a
ameixeira europeia e 0 pessegueiro, além de um grande numero de plantas invasoras, entre as
quais estdo varias espécies de ocorréncia comum em pomares de fruteiras arbéreas e nas
proximidades dos plantios de morangos.

A transmissdo do SLRSV ocorre principalmente por meio de nematoides do género
Xiphinema, que atuam como vetores persistentes ao adquirir o virus ao se alimentarem de
raizes infectadas e o transmitirem para outras plantas durante a alimentacéo (Taylor; Brown,
1997). A relevancia restrita desses virus em diversas fruteiras no Brasil, apesar do carater
cosmopolita dos nematoides vetores, decorre, provavelmente, da auséncia ou da baixa
incidéncia das espécies transmissoras, 0 que se deduz, por exemplo, do fato de ndo haver
confirmacdo de ocorréncia desses vetores no Pais, especialmente do nematoide Xiphinema
diversicaudatum (Antunes; Reisser Janior; Schwengber, 2016). Esses vetores tém um papel
crucial na disseminagdo do virus em campo, especialmente em &reas onde o manejo dos
nematoides é ineficaz.

A incidéncia do SLRSV é relatada em diversas regides do mundo, incluindo Europa,
América do Norte e Asia, sendo especialmente prevalente em éreas temperadas onde o cultivo
de morango € intensivo. No Brasil, a ocorréncia do SLRSV ndo foi documentada até o
momento, mas pode estar presente em regibes produtoras de morango, como o Sul e o
Sudeste, onde 0 uso de mudas importadas e 0 manejo inadequado dos vetores podem facilitar
a introducdo e a disseminacéo do virus (Antunes; Reisser Junior; Schwengber, 2016).
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O manejo do SLRSV requer estratégias integradas que visem tanto o controle do
virus quanto de seus vetores. O uso de mudas certificadas livres de virus é essencial para
evitar a propagacdo inicial do patégeno. Além disso, praticas culturais, como rotagdo de
culturas com plantas ndo hospedeiras de nematoides, e 0 uso de nematicidas podem reduzir a
populacdo de vetores em campo. Programas de monitoramento e controle bioldgico de
nematoides também tém sido explorados como alternativas sustentaveis (Neves et al., 2011).

A deteccdo do SLRSV é realizada por meio de técnicas soroldgicas, como o ELISA,
e moleculares, como RT-PCR, que permitem a identificagdo precisa do virus em amostras de
tecido vegetal. Recentemente, ferramentas mais avancgadas, como 0 sequenciamento de nova
geracdo (NGS), tém sido empregadas para caracterizar a diversidade genética do virus e sua
relacdo filogenética com outras espécies do género Stralarivirus (Martins et al., 2006).

Portanto, o SLRSV representa um desafio fitossanitario importante para a cultura do
morango, exigindo a ado¢do de medidas preventivas e técnicas de manejo integrado para
mitigar seus impactos. A utilizacdo de tecnologias de detec¢do avancadas e a implementacéo
de programas de certificacdo de mudas sdo fundamentais para assegurar a sustentabilidade da
producdo de morangos em areas afetadas.

2.5.6 Caulimovirus venafragariae (SVBV)

O strawberry vein banding virus (SVBV), atualmente Caulimovirus venafragariae é

um dos principais patégenos virais que afetam a cultura do morango (Fragaria x ananassa),
causando perdas significativas na producdo e comprometendo a qualidade dos frutos (ICTV,
2024). Taxonomicamente, o SVBV pertence ao género Caulimovirus e a familia
Caulimoviridae, sendo um virus de DNA de fita dupla (dsDNA) que se replica via transcri¢do
reversa (Martin et al., 2006). Sua classificacdo taxondmica e caracteristicas estruturais sao
compartilhadas com outros virus do género, tornando-o um virus persistente e de dificil
manejo.
A particula viral do SVBV ¢é icosaédrica, com aproximadamente 50 nm de diametro,
apresentando um capside proteico que protege o genoma viral. Contém uma Unica molécula
de dsDNA circular aberto ndo covalentemente de 7,8-8,2 kb (ICTV, 2024). Sua estrutura é
organizada em sete regifes de leitura abertas (ORFs), as quais codificam proteinas necessarias
para a replicacdo, movimento e montagem da particula viral. A ORF 6 é responsavel pela
producdo de proteinas envolvidas na patogenicidade e interagdo com a planta hospedeira
(Figura 11) (Rusholme et al., 2007. ICTV, 2024).
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Figura 11: Representacdo gendmica monopartido do Caulimovirus venafragariae
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Legenda: Organizacdo gendmica do virus Caulimovirus venafragariae, com genoma monopartido
representando o segmento DNA (7,2-8,2 kb), circular aberto. O genoma do virus é composto por sete
ORFs (Open Reading Frames) que codificam proteinas especificas: ORF1 e ORF2 (Mov e Atf):
Relacionadas a movimentacdo e fatores de transativacd, ORF3 (Vap): Proteina associada a viruléncia,
ORF4 (CP): Codifica a proteina do capsideo (Coat Protein), ORF5 (Pol): Envolvida na replicacéo do
genoma viral (Polimerase), ORF6 (Tav): Ativa processos de traducdo viral e ORF7: Associada ao
tRNAMET Abaixo, sdo representados os dois principais transcritos virais: 35S RNA: Transcrito viral
principal e 19S RNA: Transcrito secundario envolvido na expressdo de proteinas especificas.
Fonte: ViralZone (https://viralzone.expasy.org) (2024).

A presenca do SVBV pode ser identificada por sintomas caracteristicos, como a
clorose das nervuras, onde as veias das folhas apresentam clorose, associada a um
crescimento reduzido e a uma maturagdo irregular dos frutos (Figura 12). Em infecgdes
graves, pode haver reducdo significativa do vigor da planta, levando a perdas de
produtividade.

Figura 12 - Planta de morango com sintomas causados por Caulimovirus venafragariae.

Legenda: A-B Planta de morango com sintomas caracteristicos causados por Caulimovirus
venafragariae, incluindo clorose nas nervuras das folhas.
Fonte: Adaptado de D. Hanzlikova Vaskova et al., 2006.
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O vetor principal do SVBV é o pulgdo Chaetosiphon fragaefolii, um inseto que
realiza a transmissdo de forma semi-persistente. Os pulgbes adquirem o virus ao se
alimentarem da seiva de plantas infectadas e o transmitem para plantas sadias durante o
processo de alimentacdo subsequente (Martin, 2006). A disseminacdo do SVBV ocorre
principalmente em viveiros de producdo de mudas, onde a presenca de vetores é facilitada
pelo monocultivo e pelo manejo inadequado.

A incidéncia do SVBV tem sido relatada em diversas regides produtoras de morango
no mundo, incluindo América do Norte, Europa e Asia. No Brasil, a ocorréncia do virus é
mais comum em regides de clima temperado e subtropical, como no Sul e no Sudeste, onde se
concentram as principais areas de cultivo do morango (Antunes; Reisser Janior; Schwengber,
2016). A disseminacdo global e regional do SVBV representa um desafio significativo, pois
esta associada a circulacdo de mudas infectadas e a presenca dos vetores.

O manejo do SVBV é baseado principalmente em estratégias preventivas e no
controle do vetor. A utilizacdo de mudas livres de virus, obtidas por meio de programas de
certificacdo sanitaria, é fundamental para evitar a introdugdo do virus em novas areas de
cultivo. O controle quimico e bioldgico do pulgdo C. fragaefolii também é amplamente
recomendado, com foco na aplicacdo de inseticidas seletivos e no uso de inimigos naturais,
como predadores e parasitoides. Além disso, a eliminacdo de plantas sintomaéticas e o manejo
adequado de viveiros sdo praticas essenciais para reduzir a disseminagdo do virus (Rusholme
et al., 2007).

A deteccdo do SVBYV ¢é realizada principalmente por técnicas moleculares, como o
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), que permite a identificacdo especifica do DNA viral
em tecidos vegetais. Métodos como o ELISA também sdo utilizados para a deteccdo de
proteinas virais, apresentando vantagens como a rapidez e o baixo custo. Recentemente,
abordagens mais avancadas, como sequenciamento de nova geracdo (NGS) e ferramentas de
bioinformética, tém sido empregadas para caracterizar a variabilidade genética do virus,
permitindo um diagndstico mais preciso e a identificagdo de novas estirpes (Martin et al.,
2006).

Portanto, o Caulimovirus venafragariae constitui um desafio fitossanitario importante
para a cultura do morango, exigindo a adocdo de estratégias integradas de manejo, controle do
vetor e ferramentas avancadas de deteccdo. A implementagéo de programas de certificacdo de
mudas e 0 monitoramento constante dos plantios sdo fundamentais para mitigar os impactos

do virus e garantir a sustentabilidade da producéo de morango.
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CAPITULO 2 - Deteccdes e Diversidade Genética de Virus Quarentenario em Mudas

de Morango (Fragaria x ananassa Duch.).

RESUMO

O morangueiro (Fragaria x ananassa) destaca-se como uma cultura de grande importancia
econdmica e social, sendo amplamente cultivada em diferentes regides do mundo devido a
alta demanda por seus frutos, tanto para consumo in natura quanto na industria alimenticia.
Entretanto, sua producdo é frequentemente impactada por diversos patégenos, incluindo virus
e fitoplasmas, que reduzem a produtividade e comprometem a qualidade dos frutos. Este
estudo investigou a deteccdo e a diversidade genética de patdgenos virais e fitoplasmas em
mudas de morangueiro adquiridas de empresas comerciais localizadas no sul de Minas Gerais,
e mudas importados da Espanha comercializadas em ambito nacional, totalizando 166
amostras. O trabalho teve como foco os virus strawberry mottle virus (SMoV), strawberry
vein banding virus (SVBV), strawberry crinkle virus (SCV), strawberry mild yellow edge
virus (SMYEYV), strawberry pale fruit virus (SPaV), strawberry latent virus ringspot (SLRSV)
e fitoplasma. A deteccdo foi realizada por RT-PCR e PCR convencional com primers
especificos para cada patogeno. Os resultados indicaram infeccdo em 24,09% das amostras
por SMYEV, 44,57% por SVBV, 27,1% por SMoV e 30,72% por SLRSV, enquanto SPaV,
SCV e fitoplasmas ndo foram detectados. A andlise filogenética das sequéncias obtidas
revelou que os isolados de SLRSV apresentaram agrupamento consistente,
independentemente da origem geografica, com 100% de identidade de nucleotideos e
amino&cidos entre os isolados obtidos neste estudo e do GenBank. Além da analise molecular,
o0 estudo discute aspectos relacionados a origem, transmissao, distribuicdo, sintomas, manejo e
impacto dos patégenos na cultura do morangueiro. Os resultados ressaltam a importancia de
estratégias de diagnostico precoce para 0 monitoramento e controle desses patdgenos,
promovendo a sanidade da cultura e contribuindo para a sustentabilidade da producdo de
morangos.

Palavras-chave: SMYEV; SVBV; SMoV; SLRSV.
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ABSTRACT

The strawberry plant (Fragaria x ananassa) stands out as a crop of great economic and social
importance, being widely cultivated in various regions of the world due to the high demand
for its fruits, both for fresh consumption and the food industry. However, its production is
often affected by several pathogens, including viruses and phytoplasmas, which reduce yield
and compromise fruit quality. This study investigated the detection and genetic diversity of
viral pathogens and phytoplasmas in strawberry seedlings acquired from commercial
companies located in southern Minas Gerais, as well as imported seedlings from Spain sold
nationally, totaling 166 samples. The focus was on the viruses strawberry mottle virus
(SMoV), strawberry vein banding virus (SVBV), strawberry crinkle virus (SCV), strawberry
mild yellow edge virus (SMYEV), strawberry pale fruit virus (SPaV), strawberry latent
ringspot virus (SLRSV), and phytoplasmas. Detection was performed by RT-PCR and
conventional PCR using specific primers for each pathogen. The results indicated infection in
24.09% of samples by SMYEV, 44.57% by SVBV, 27.1% by SMoV, and 30.72% by SLRSV,
while SPaV, SCV, and phytoplasmas were not detected. Phylogenetic analysis of the obtained
sequences revealed that SLRSV isolates formed a consistent cluster regardless of geographic
origin, with 100% nucleotide and amino acid identity between the isolates obtained in this
study and those from GenBank. In addition to molecular analysis, the study discusses aspects
related to the origin, transmission, distribution, symptoms, management, and impact of the
pathogens on strawberry cultivation. The results highlight the importance of early diagnostic
strategies for monitoring and controlling these pathogens, promoting crop health and
contributing to the sustainability of strawberry production.

Keywords: SMYEV; SVBV; SMoV; SLRSV.
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1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa) ¢ uma das culturas de maior relevancia no
segmento de frutas de clima temperado, sendo amplamente cultivado em diversas regides do
mundo. Originario das regides temperadas do hemisfério norte, 0 morangueiro € resultado do
cruzamento entre Fragaria chiloensis e Fragaria virginiana, e sua domesticacdo possibilitou
a expansdo da cultura para condigdes climaticas distintas (FAOSTAT, 2021; Hussain et al.,
2022). Essa frutifera possui grande expressao econémica devido a alta demanda de mercado e
a versatilidade de seus frutos, utilizados tanto para consumo in natura quanto na inddstria
alimenticia. O Brasil, por exemplo, destaca-se como um dos paises em crescimento no cultivo
de morango, abastecendo o mercado interno e explorando potenciais para exportacdo (IBGE,
2020).

A cultura do morangueiro desempenha um papel crucial na economia agricola, sendo
uma importante fonte de geracdo de renda e empregos em regides produtoras. No entanto,
enfrenta desafios fitossanitarios significativos, que comprometem sua produtividade e
qualidade. A suscetibilidade da planta a uma ampla gama de patdgenos, incluindo virus,
fungos, bactérias e fitoplasmas, exige o desenvolvimento de estratégias de manejo eficazes
para garantir a sustentabilidade da producdo (Martins et al., 2019).

Dentre os agentes virais que afetam o morangueiro, destacam-se o strawberry crinkle
virus (SCV), strawberry mottle virus (SMoV), strawberry mild yellow edge virus (SMYEV),
strawberry vein banding virus (SVBV) e strawberry pallidosis-associated virus (SPaV), além
do fitoplasma associado a sintomas de declinio da cultura. Entretanto, um patégeno em
particular merece atencdo especial: o strawberry latent ringspot virus (SLRSV).

O SLRSV é classificado como um virus quarentenario ausente no Brasil, conforme a
Instrucdo Normativa SDA/MAPA n° 85, o que significa que sua introducdo e disseminagédo
podem representar uma ameaca severa a producdo nacional de morango. A deteccdo desse
virus em mudas importadas ou cultivadas no pais pode ter implicacfes diretas na
fitossanidade da cultura, elevando o risco de perdas econémicas expressivas. Além disso, sua
presenca pode comprometer o comeércio internacional de mudas e frutos, impactando
diretamente a cadeia produtiva (Silva, 2013; Brasil, 2021).

Os virus que afetam o morangueiro possuem origens diversas e modos de
transmissdo caracteristicos. Por exemplo, 0 SCV e 0 SMoV séo transmitidos por afideos de
forma semipersistente, enquanto o SVBV pode ser transmitido por afideos de forma
persistente. O SLRSV, por sua vez, é transmitido por nematoides de solo do género

Xiphinema (Jones, 2003). A disseminacdo também pode ocorrer por mudas infectadas,
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ferramentas de cultivo contaminadas e praticas inadequadas de manejo fitossanitario,
agravando o impacto dos patdgenos sobre a cultura. Esses patdgenos provocam uma ampla
variedade de sintomas, como mosaicos, encrespamento foliar, manchas cloréticas, diminuicao
do vigor vegetativo e reducdo da producgdo de frutos. A distribuicdo desses virus é global, com
diferencas regionais influenciadas por fatores climaticos, presenca de vetores e praticas de
manejo agricola (Tamura et al., 2021).

A deteccdo e 0 manejo de virus em mudas de morangueiro representam desafios
importantes na cultura do morango e para os produtores. O diagndstico molecular, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e a transcricdo reversa (RT) sdo ferramentas
fundamentais para a identificacdo rapida e precisa desses patdgenos. Tais abordagens sdo
essenciais para a identificacdo precoce e o desenvolvimento de estratégias de manejo
integrado, como o uso de mudas certificadas e a adogdo de praticas que minimizem a
disseminacéo por vetores.

Considerando a relevancia do monitoramento fitossanitario, este estudo tem como
objetivo avaliar a sanidade de mudas, com énfase em doencas causadas por virus e
fitoplasmas. Além disso, investiga a diversidade genética dos isolados detectados de um virus
quarentendrio no Brasil, 0 SLRSV e a identificacdo de patdgenos, fornecendo subsidios para o

desenvolvimento de estratégias de manejo e prevencdo da disseminacdo desses agentes.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Conducéo experimental

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Virologia Molecular, do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

2.2 Amostras

Foram analisadas mudas da cultivar ‘San Andreas’ nacionais produzidas na regido
sul de Minas Gerais e mudas da mesma cultivar importadas da Espanha, comercializadas em
Sdo Paulo, no ano de 2022. As folhas das mudas de morango foram coletadas e armazenadas
em ultra freezer vertical a -80°C.

Um total de 166 amostras foram analisadas, sendo 63 provenientes de mudas
importadas e 103 de mudas nacionais. Para cada amostra, realizou-se a extragdo dos acidos
nucleicos para avaliar a sanidade das mudas, o RNA total com o objetivo de detectar a
possivel presenga de doengas causadas por virus, incluindo: strawberry pallidosis associated
virus (SPaV), strawberry crinkle virus (SCV), strawberry vein banding virus (SVBV),
strawberry mottle virus (SMoV), strawberry mild yellow edge virus (SMYEV) e strawberry
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latent ringspot virus (SLRSV). Além disso, foi realizada extracdo de DNA para deteccdo de
fitoplasmas. A presenca ou auséncia desses patogenos foi registrada em cada amostra

analisada.

2.3 Extracdo do RNA e DNA

O RNA total e 0 DNA total foram extraidos do tecido foliar de mudas de morango,
utilizando o método adaptado de Hazman et al. (2020).

Para isso, 0,06 g de tecido foliar foram macerados em um almofariz na presenca
nitrogénio liquido até a obtencdo de um p6 homogéneo. Em seguida, foram adicionados 2 mL
de tampéo de extracdo, contendo 100 mM de Tris-HCI (pH 8), 1,4% de NaCl, 0,5% (v/v) de
Triton X-100, 3% (p/v) de CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio), 2% (p/v) de
polivinilpirrolidona (PVP) e 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol (B-ME). O extrato foi dividido em
dois microtubos de 1,5 mL, sendo um deles destinado a extracdo de DNA e outro destinado a
extracdo do RNA.

Na etapa de extracdo do RNA total, os microtubos foram incubados a 65 °C em
banho-maria por 10 minutos, com agitacdo a cada 2 minutos. Posteriormente, foram
centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos. Um volume de 700 pL do sobrenadante foi
transferido para novos tubos, seguido da adicdo de um volume equivalente de uma solucéo de
cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). Ap6s agitacdo no voértex por 10 segundos, o0s tubos
foram deixados em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos. Apos a centrifugacéo, a
12.000 rpm por 15 minutos, foram transferidos 400 uL do sobrenadante para um novo tubo.
Nesse tubo, adicionou-se 800 pL de Trizol, os tubos foram agitados por 30 segundos e
deixados em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos.

Em seguida, adicionaram-se 200 pL de cloroférmio, com nova agitacdo em vortex
por 10 segundos e repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada
novamente a 12.000 rpm por 15 minutos. Apds essa etapa, 750 pL do sobrenadante foram
transferidos para novos tubos, aos quais foram adicionados 250 pL de isopropanol e 250 pyL
de solugéo salina (1,2 M NaCl e 0,8 M CsHsNasO7). Apos homogeneizagdo por pipetagem, 0s
tubos foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, por mais 15
minutos em um freezer vertical (-20 °C). Nova centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos
gerou um pellet visivel. Apds o descarte do sobrenadante, o pellet foi lavado com 1 mL de
etanol 75% e centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, 500 pL de etanol
absoluto foram adicionados, e a centrifugacdo foi repetida. O pellet foi seco a temperatura
ambiente sob condi¢des assépticas e, posteriormente, ressuspendido em 30 pL de agua
ultrapura tratada com DEPC.
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A qualidade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%,
corado com Gel Red (Biotium), e sua concentracdo foi determinada por espectrofotometria no
NanoDrop (ThermoFisher, EUA).

Para a extracdo do DNA, os microtubos contendo o0 material e o tampéo de extracao,
descritos anteriormente, foram incubados em banho-maria por 30 minutos. Durante esse
periodo, os tubos foram agitados por inversdo a cada 10 minutos. Apds a incubacdo, um
volume equivalente do extrato foi transferido para a solucdo 24:1 de cloroférmio e alcool
isoamilico, seguido de homogeneizacdo no vortex. Em seguida, os microtubos foram
colocados em centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi
cuidadosamente transferido para novos microtubos.

A precipitacio do DNA foi realizada pela adicdo de 0,6 vezes o volume de
isopropanol, previamente resfriado a -20 °C. A mistura foi homogeneizada delicadamente por
inversdo e mantida a -80 °C por 30 minutos. Apos esse periodo, uma nova centrifugacao a
12.000 rpm por 10 minutos a 4 °C foi realizada. O sobrenadante foi descartado, e o pellet
resultante foi lavado com 500 pL de alcool 70%, seguido de centrifugagdo a 12.000 rpm por 1
minuto. O sobrenadante foi novamente descartado, e o pellet foi seco a temperatura ambiente.
O pellet foi ressuspendido em 30 pL de &gua ultrapura tratada com pirocarbonato de dietila
(DEPC), garantindo a integridade do DNA extraido.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%,
corado com Gel Red (Biotium), e sua concentracao foi determinada por espectrofotometria no
NanoDrop (ThermoFisher, EUA).

2.4 RT-PCR e primers

Para a sintese do cDNA por transcriptase reversa inicialmente empregaram-se 1 uL
do RNA total previamente extraido da planta, 1 pl de random primers a 10 mM, 1 ul de
dNTP’s (10 mM) e 7 pL de dgua ultrapura tratada com DEPC. Essa mistura foi incubada por
10 minutos a 70 °C e transferida imediatamente para um recipiente com gelo moido. Numa
etapa posterior foram adicionados 2 pLL de 10 x tampao da enzima, 7 pl de agua ultrapura e 1
ul da enzima Sigma-Aldrich transcriptase reversa, seguido por incubagdo por 50 minutos a
37°C e 10 min a 85°C.

Para a reagcdo de PCR das viroses foi realizada utilizando 1 pL. do ¢cDNA, 2,5 pL do
tampao 10x da Taq DNA polimerase Cellco, 1 pL do primer foward e 1 pL do primer reverse
(Tabela 1), ambos na concentragao de 10 mM, 1 pL de dNTP’s a 2 mM, 0,25 puL da enzima
Taq DNA polimerase Cellco e dgua ultrapura tratada com DEPC para um total de 25 pL. Para
a amplificacdo foi utilizando aquecimento inicial de 94 °C por 1 minuto seguido de 35 ciclos:
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94 °C por 30 segundos, e temperatura de anelamento (Tabela 1) por 30 segundos e 72°C por 1

minuto, com uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

Tabela 1 — Primers utilizados para diagnose dos virus: SPaV, SCV, SVBV, SMoV, SMYEV e
SLRSV.

Primers Sequéncia de nucleotideos AM TM Referéncia
3-5) (pb)  (°C)
TZANETAKIS,

SPaV 752F AGCTAGAACAAGGCAAGTC 57 50C  leamricE et al
SPaV 752R GCCAATTGAACTGACATTGAAG o
SCV 345F CATTGGTGGCAGACCCATCA s cgrc  THOMPSON,J
SCV 345R TTCAGGACCTATTTGATGACA R et al., 2003,
SCV 844F CCAGATGACCATAAGATCATAGG .
SCV 1438R CCATTATGCGGTATGTACAATC 595 55°C Doautor, 2024.
SVBV 422F AGTAAGACTGTTGGTAATGCCA s e THOMPSONJ
SVBV422R  TTTCTCCATGTAGGCTTTGA R et al., 2003.
SMOV 219F  TAAGCGACCACGACGACTGTGACAAAG .~ .. THOMPSON, 1.
SMoV219R  TCTTGGGCTTGGATCGTCACCTG R et al., 2003.
SMoV 1108F  GCGGACGCTGTTGCCACTT 128 sgrc  CIESLINSKA,
SMoV 2386R ~ TCCGCCGCTCCCACTGATT Mirostawa, 2019,
SMYEV 217F  GTGTGCTCAATCCAGCCAG 7 spc HELlLetal,
SMYEV217R  CATGGCACTCATTGGAGCTGGG 2007,
SMYEVF TTACCGCTGCAGTTGTAGGGT co0 cocec XIANG Yuet
SMYEV R TAGAAGAAGTGAGARGAAACYCCC P alL, 2020,
SLRSV 1772F  GGTTYATGCCWGGTAG c0i 4c DUARTEetal,
SLRSV 2372R  CCACTRCCMCCCAT 2016.

AM: tamanho do fragmento amplificado; pb: pares de bases; TM: temperatura de anelamento.
Fonte: Do autor (2025)

2.5 PCR e primers

Para determinar a presenca ou auséncia de fitoplasmas foi realizada a PCR utilizando
1 uL do DNA total extraido, 2,5 uL. do tampdo 10x da Taq polimerase High Fidelity Hot Start,
1 pL do primer foward e 1 puL do primer reverse (Tabela 2), ambos na concentra¢ao de 10
pM, 1 uL de dNTP’s a 2 mM, 0,25 pL da enzima Taq polimerase High Fidelity Hot Start e
agua ultrapura tratada com DEPC para um total de 25 puL. Na amplificacdo foi utilizando
aquecimento inicial de 94 °C por 30 segundos seguido de 35 ciclos: 94°C por 15 segundos, e
50°C temperatura de anelamento (Tabela 2) por 15 segundos e 72°C por 15 segundos, com

uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.
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Tabela 2 — Primers utilizados para diagnose de fitoplasma.

Sequéncia de nucleotideos AM ™

Primers Referéncia
3-5) (kb) (°C)

R16R2 GAAACGACTGCTAAGACTGG 1200 50°C Gundersen e

R16F2N TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG Lee, 1996.

AM: tamanho do fragmento amplificado; kb: kilobases; TM: temperatura de anelamento.
Fonte: Do autor (2025)

2.6 Sequenciamento e analise filogenética do SLRSV

Dentre os isolados analisados neste trabalho, foram selecionados 8 isolados, sendo 4
dele de origem nacional e 4 de origem internacional, ou seja, importados da Espanha. Os
fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando o kit de purificacdo de
produtos da PCR ("Products Purification Kit", Mebep Bioscience) e enviados para
sequenciamento pelo método de Sanger, realizado na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Para as andlises das sequéncias, foi utilizado o National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Bethesda, MD, EUA). O alinhamento das sequéncias de nucleotideos (nt)
e aminoacidos (aa) foi realizado empregando o algoritmo Clustal W disponivel no servidor

online ( www .genome .jp /tools -bin /clustalw ).

As relagBes filogenéticas foram investigadas com base nas sequéncias de
nucleotideos e aminodcidos, utilizando o algoritmo neighbor-joining. Para garantir a
confiabilidade das analises, aplicou-se 0 método de bootstrap com 2.000 repeticdes. As
analises filogenéticas foram conduzidas no software MEGA11 (Tamura, Stecher e Kumar,
2021), utilizando isolados do GenBank como referéncia (Tabela 3).

Tabela 3 - Isolados disponiveis no GenBank empregados para comparacao com os isolados.

Origem

Acesso GenBank Espécie e Referéncia
geografica

AY860979.1_oficial SLRSV  Estados Unidos TZANETAKIS, I. E. et al., 2005
KT923163.1 SLRSV  Suica DUARTE et al., 2016
HM591198.1 SLRSV  Nova Zelandia TANG, Joe; CLOVER, Gerard RG., 2013
HM591196.1 SLRSV  Nova Zelandia TANG, Joe; CLOVER, Gerard RG., 2013
MF796974.1 SLRSV  Holanda DULLEMANS, A. M. et al., 2020
MF796988.1 SLRSV  Holanda DULLEMANS, A. M. et al., 2020
MF797000.1 SLRSV  Holanda DULLEMANS, A. M. et al., 2020
MF796994.1 SLRSV  Noruega DULLEMANS, A. M. et al., 2020
MG062674.1 SLRSV  Holanda DULLEMANS, A. M. et al., 2020
MNO082041.1 SLRSV  Nova Zelandia Unpublished
MW854292.1 SLRSV  Nova Zelandia Unpublished

X75165.1 SLRSV  Nova Zelandia EVERETT, K. R, et al., 1994
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Origem

Acesso GenBank Espécie g Referéncia
geografica
OR513895.1 SLRSV  Franca MARAIS, Armelle et al., 2024.
OR228509.1 CnVYV  Coreiado Sul Unpublished
OR996054.1 CnVYV Coreiado Sul Unpublished
OM311160.1 SLRSV  China Unpublished
LC760338.1 CnVYV Japéo Unpublished

SLRSV: strawberry latent ringspot virus; CnVYV: cnidium vein yellowing virus.
Fonte: Do autor (2025)

3 RESULTADOS

3.1 Ocorréncia de viroses e de fitoplasma

A anélise das amostras coletadas revelou a incidéncia de viroses entre as mudas
adquiridas importadas da Espanha, e nas mudas produzidas em territério nacional,
especificamente da regido do sul de Minas Gerais. Os resultados obtidos neste estudo estéo
descritos na Tabela 4.

Para as infeccBes simples, caracterizadas neste estudo com a detec¢do de uma unica
espécie de virus, as amostras provenientes do ambito nacional, o strawberry vein banding
virus (SVBV) apresentou a maior taxa de infecgdo, sendo identificado em 14 amostras
(14,6%) (Tabela 4). O strawberry mottle virus (SMoV) foi encontrado em 5 amostras,
correspondendo a 4,9%, enquanto o strawberry latent ringspot virus (SLRSV) esteve presente
em 7 amostras, com uma incidéncia de 6,8%. O strawberry mild yellow edge virus (SMYEV)
foi detectado em 2 amostras, representando uma incidéncia de 1,9%. N&o houve deteccdo dos
strawberry crinkle virus (SCV), strawberry pallidosis-associated virus (SPaV) ou de
fitoplasmas, indicando a auséncia desses patdgenos nas amostras analisadas.

Nas amostras provenientes da Espanha e comercializadas no Brasil, a incidéncia de
SMYEV foi de 1,6%, com 1 amostra positiva (Tabela 4). Os virus SVBV e SLRSV foram
ambos detectados em 3 amostras, apresentando uma incidéncia de 4,8%. O SMoV esteve
presente em 5 amostras (7,9%). Assim como nas amostras nacionais, ndo houve detecgéo de
SCV, SPaV ou fitoplasmas, sugerindo a auséncia desses agentes etiolégicos nas condicdes
analisadas.

Em relacdo as mdltiplas infeccdes, caracterizado neste estudo como a deteccédo de
mais de uma espécie de virus na amostra, foram detectadas coinfeccbes em 25 amostras
provenientes da importacdo. Dentre elas, as seguintes combinag¢bes: SMYEV+SMoV,
SMYEV+SLRSV, SMYEV+SVBV+SMoV+SLRSV e SMoV+SLRSV, foram observadas
com um unico registro, cerca de 1,6% de incidéncia. Coinfecc¢des por SVBV + SMoV, com
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4,8%, e SMYEV + SVBV + SMoV foram observadas em 3,2% das amostras, enquanto 6,3%
apresentaram a associagdo entre SVBV + SMoV +SLRSV. A coinfeccdo SVBV + SLRSV foi
detectada em 7,9% das amostras, e a combinagdo SMYEV + SVBV + SLRSV foi a mais
frequente, representando 11,1% dos casos (Tabela 4).

Trinta e quato por cento das amostras nacionais apresentaram coinfeccdo. Dentre elas,
1,9% apresentaram as combinag¢bes SVBV + SMoV + SLRSV, SMYEV + SLRSV e SMYEV
+ SMoV + SLRSV, cada uma. Coinfec¢des por SMYEV + SVBV + SLRSV foram detectadas
em 10% das amostras, enquanto 4,9% apresentaram SMYEV + SVBV + SMoV,
SMYEV+SVBYV e SVBV+SLRSV. A coinfeccdo SMYEV + SVBV + SMoV + SLRSV foi
identificada em 5,8% das amostras, jA SMYEV + SMoV, com 0,9% e SVBV + SMoV foi a

mais frequente, ocorrendo em 6,8% dos casos (Tabela 4).

Tabela 4 - Incidéncia das espécies virais e fitoplasma analisadas neste trabalho para as duas

regides estudadas.

INFECCOES SIMPLES

, . Nacional Internacional
Espécie Positivas % Positivas %
SMYEV 2 19 1 1,6
SVBV 15 14,6 3 48
SMoV 5 49 5 7.9
SLRSV 7 6,8 3 48
SPaV 0 0 0 0
sScv 0 0 0 0
Fitoplasma 0 0 0 0
INFECCOES MIXTAS
L , . Nacional Internacional
Combinacfes entre espécies Positivas % Positivas %
SMYEV + SVBV 5 49 0 0
SMYEV + SMoV 1 0,9 1 16
SMYEV + SLRSV 2 19 1 1,6
SMoV + SLRSV 0 0 1 1,6
SVBV + SMoV 7 6,8 3 4.8
SVBV + SLRSV 5 49 5 79
SMYEV + SVBV + SMoV 5 49 2 3,2
SMYEV + SMoV + SLRSV 2 19 0 0
SMYEV + SVBV + SLRSV 5 49 7 111
SVBV + SMoV + SLRSV 2 19 4 6,3
SMYEV + SVBV + SMoV + SLRSV 6 5,8 1 1,6
Total negativas 34 33 26 41,2
TOTAL 103 63

Fonte: Do autor (2025).
3.2 Analise filogenética do SLRSV

As analises de identidade das sequéncias, realizadas tanto para nucleotideos quanto

para aminodcidos, evidenciaram a similaridade entre os isolados obtidos neste estudo e as
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sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank.

As andlises de identidade de nucleotideos corroboraram para uma auséncia de
diversidade dos isolados brasileiros e internacionais, com uma identidade de 100% (Tabela 5).
Contudo, ao comparéd-los com os isolados de referéncia do GenBank, as identidades
apresentaram variagao entre 60% a 98%, evidenciando maior diversidade genética em relacéo
aos isolados oriundos de outras regides geograficas. Por exemplo, isolados da Nova Zelandia
(MNO082041, MW854292 e X75165), Noruega (MF796994), Holanda (MF796974,
MF796988 e MF797000) apresentaram identidades superiores a 80% com os isolados
brasileiros e internacionais, enquanto os isolados da Holanda (MG062674), Franca
(OR513895) e China (OM311160) apresentaram valores inferiores a 68% de identidade.

Os resultados das analises de identidade de aminoéacidos apresentaram uma
identidade de 100% entre os isolados nacionais e 0s internacionais, indicando uma relagéo
genética muito préxima e sugerindo homogeneidade entre os isolados (Tabela 6). Por outro
lado, ao comparar os isolados brasileiros e internacionais com os isolados do GenBank, os
resultados forma semelhantes aos de nucleotideos. A identidade de aminoacidos variou entre
95% a 100% com os isolados da Nova Zelandia (MN082041, MW854292 e X75165),
Noruega (MF796994), Holanda (MF796974, MF796988 e MF797000). E os isolados:
Holanda (MG062674), Franca (OR513895) e China (OM311160) apresentaram uma
identidade entre 69% a 71%.

Esses resultados destacam a homogeneidade genética dos isolados brasileiros, ao
mesmo tempo em que revelam diferencas importantes quando comparados com isolados de
areas geograficamente distantes, o que pode refletir adaptacdes locais ou barreiras genéticas

associadas a dispersao do virus.
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N° Isolado 1| 2 3 4 5 6 7 8 | 9] 10 11| 12 | 13| 14| 15|16|17|18|19|20| 21|22 | 23 | 24| 25
1 | 1 Internacional - | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 79| 100 | 90| 90 | 89| 83| 80| 80| 68| 88| 85| 85| 66 | 68 | 68 | 66 | 68
2 | 2_Internacional - | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 79| 100 | 90| 90 | 89|88 | 80|80 | 68| 88| 85| 85| 66| 68| 68 | 66 | 68
3 | 3_Internacional - | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 79| 100 | 90| 90 | 89| 88| 80| 80| 68| 88| 85| 85| 66 | 68| 68 | 66 | 68
4 | 4 Internacional - | 100 | 100 | 100 | 100 | 79| 100 | 90| 90 | 89| 88| 80|80 | 68| 88| 85| 85| 66| 68| 68 | 66| 68
5 | 1_Nacional - | 100|100 | 100 | 79| 100 (90| 90 [ 89| 88| 80| 80| 68|88 |85|85|66|68| 68 | 66| 68
6 | 2_Nacional - | 100|100 | 79| 100| 90| 90 | 89|83|80|80|68|88|85|85|66| 68| 68 | 66| 68
7 | 3_Nacional - | 100|79|100| 90| 90 [ 89|83|80|80| 68|88 |8 |66|68| 68| 66| 68
8 | 4_Nacional - | 79100 90| 90 [ 89|88|80|80|68|88|85|85|66|68| 68 | 66| 68
9 | AY860979 _EUA - | 79 (79| 79 |79|79|87|87|66|79|8L|8L|67|66| 66 | 66| 66

10 | KT923163_Suica - 19| 90 [ 8983|808 688 |8 |8 |66|68| 68 |66| 68

11 | HM591198 NZ - 1100189927880 (68|[90|86|86| 66| 68| 68 | 65|68

12 | HM591196 NZ - [89]192|78|80|68|9|86|8|66|68| 68 | 65| 68

13 | MF796974_Holanda -190|81|80|66|91(83|83|65|65| 65| 64|65

14 | MF796988_Holanda -180|78|66|95|83|83|66|66| 66 | 64| 66

15 | MF797000_Holanda - 186|668 |80 |8 |67|66| 66 | 68| 67

16 | MF796994_Noruega -1 66|78|80|80|66|66| 66 | 67| 67

17 | MG062674_Holanda -|65|67|66|68|73| 73 |78 72

18 | MN082041_NZ -184|84)|66|66| 66 | 63| 67

19 | MW854292_NZ -198|66|67| 67 | 64| 67

20 | X75165_Nz - | 66| 67| 67 | 64| 38

21 | OR513895 Franca - | 67| 67 | 66| 65

22 | OR228509 Coreia - | 100 | 74| 98

23 | OR996054 Coreia - | 74] 98

24 | OM311160_China - |73

25 | LC760338_Japao -

Fonte: Do autor (2025)
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N° Isolado 2 1 3] 4] 5] 6] 7] 8 9] 10[11] 12] 13| 14 [15]16]17] 18] 19| 20] 21] 22| 23 | 24| 25
1 | 1_Internacional 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 95| 100 | 98| 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69 | 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
2 | 2_Internacional - [ 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 95| 100 | 98| 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
3 | 3_Internacional - [ 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 95| 100 | 98 | 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
4 | 4_Internacional - [ 100 | 100 | 100 | 100 | 95| 100 | 98| 98 | 98 | 98 | 96 | 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
5 | 1_Nacional -~ [ 100 100 | 100 | 95| 100 | 98| 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
6 | 2_Nacional - [ 100|100 | 95| 100 | 98| 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
7 | 3_Nacional - [ 100 95| 100 | 98| 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
8 | 4_Nacional - [ 95[100| 98| 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
9 | AY860979 EUA - |95 [95] 95 | 95 | 95 | 97| 97| 70| 95| 95| 96| 71| 68| 68 | 71| 69
10 | KT923163_Suica - |98 98 | 98 | 98 | 96| 95| 69| 98| 98| 98| 71| 69| 69 | 70| 69
11 | HMI591198_NZ - | 100|100 | 100 | 97 | 96| 69 | 99| 99| 99| 70| 69| 69 | 70| 68
12 | HMI591196_NZ - | 100 | 100 | 97 | 96| 69| 99| 99| 99| 70| 69| 69 | 70| 68
13 | MF796974_Holanda - [ 100] 97| 96| 69| 99| 99| 99| 70| 69| 69 | 70| 68
14 | MF796988_Holanda - | 97]96] 69| 99| 99| 99| 70| 69| 69 | 70| 68
15 | MF797000_Holanda - |97]69| 97| 9| 97| 70| 69| 69 | 71| 70
16 | MF796994_Noruega - 169 95| 95| 96| 70| 68| 68 | 70| 68
17 | MG062674_Holanda - |70/ 69| 70| 72| 86| 86 | 94| 86
18 | MN082041_NZ - ]98] 98] 71| 69| 69 | 71| 69
19 | MW854292_NZ - 98] 70] 69| 69 | 70| 68
20 | X75165_NZ - 70| 68 68 | 71| 69
21 | OR513895 Franca S 2
22 | OR228509_Coreia - 100 87 97
23 | OR996054_Coreia - | 87| 97
24 | OM311160_China - |86
25 | LC760338_Japao -

Fonte: Do autor (2025).
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As arvores filogenéticas para nucleotideos e aminoécidos dos isolados obtidos neste
estudo e do isolados do GenBank do strawberry latent ringspot virus (SLRSV) foi realizada
utilizando o algoritmo neighbor-joining, com suporte estatistico obtido por meio do método
de bootstrap com 2.000 repeticdes.

Os isolados brasileiros e internacionais apresentaram maior proximidade entre si e
com o isolado da Suica (KT923163), agrupando-se em clado. E com os isosolados da Holanda
(MF796974 e MF796988) e Nova Zelandia (HM591198, HM591196 e MNO082041),
reforcando a hipotese de que a introducdo do virus no Brasil pode ter ocorrido a partir de

material vegetal importado dessas regides (Figura 3).

Figura 3 - Arvore filogenética construida com base na sequéncia dos nucleotideos do RNA2
do SLRSV.
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Legenda: Foi utilizado o programa MEGA11 (Tamura, Stecher e Kumar, 2021) e neighboor-joining

com bootstrap de 2000 repeticdes. Apenas os valores de bootstrap maior do que 70% sdo mostrados.
Fonte: Do autor (2025).



56

Na anélise com os amino&cidos, os isolados brasileiros e internacionais também
formaram um clado com os isolados da Suica (KT923163), Nova Zelandia (HM591198,
HM591196 e MNO082041) e Holanda (MF796974 e MF796988), reforcando a hipotese de
uma origem genética comum, indicando possiveis rotas de disseminagdo global do virus

(Figura 4). Repetindo o mesmo padrdo observado para os nucleotideos.

Figura 4 - Arvore filogenética construida com base na sequéncia dos aminoécidos do RNA2
do SLRSV.
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Legenda: Foi utilizado o programa MEGA11 (Tamura, Stecher e Kumar, 2021) e neighboor-joining
com bootstrap de 2000 repeti¢cdes. Apenas os valores de bootstrap maior do que 70% sdo mostrados.
Fonte: Do autor (2025).
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4 DISCUSSAO

A deteccdo de SLRSV em mudas de morango no Brasil provoca preocupacdes e
levanta questdes sobre a introducéo e disseminagdo do virus no territorio nacional. Estudos
anteriores indicam que a propagacdo de virus quarentenarios em culturas perenes ocorre
frequentemente por meio do uso de mudas contaminadas (Martin et al., 2012; Thompson et
al., 2018).

A analise das amostras revelou uma elevada ocorréncia de coinfeccBes virais,
indicando que diversos virus podem estar circulando simultaneamente nas mudas
comercializadas, tanto de origem nacional (SVBV+SMoV com 6,8% de incidéncia) como
internacional (SMYEV+SVBV+SLRSV com 11,1% de incidéncia). As diferencas na
distribuicdo dessas coinfec¢des entre as localidades sugerem que fatores como a presenca de
vetores, praticas agricolas e condi¢cdes ambientais influenciam a disseminacdo e permanéncia
desses patdgenos na cultura do morango. Estudos como o de Mozafari et al. (2022) ja
documentaram infec¢des mistas em morangueiros, ressaltando a necessidade de estratégias
integradas de manejo que abordem multiplos patégenos simultaneamente.

Os resultados também apontaram uma incidéncia maior de SLRSV em mudas
nacionais (6,8%) em comparacdo com as mudas importadas (4,8%). Os resultados obtidos
indicam uma maior incidéncia dos virus analisados nas amostras de origem nacional,
possivelmente devido a fatores ambientais, praticas culturais ou a origem do material
propagativo. Estes achados ressaltam a importancia do monitoramento fitossanitario continuo
e da adogdo de medidas preventivas para mitigar a disseminacdo das viroses na cultura do
morango.

A alta frequéncia de SVBV e SMoV nas coinfeccdes pode estar associada a sua
transmissdo por pulgdes (Chaetosiphon spp.), visto que ambos sdo transmitidos pela mesma
especie de vetor (Martin e Tzanetakis, 2006). A disseminacdo desses virus pode ocorrer de
maneira sinérgica, com infecces conjuntas sendo favorecidas pelo mesmo vetor bioldgico.
Por outro lado, a presenca frequente de SLRSV em coinfec¢gdes com SVBV e SMoV levanta
questBes sobre sua disseminagdo, ja que esse virus quarentenario é transmitido por nematoides
(Xiphinema spp.) e ndo por insetos (Mollov et al., 2014). Essa coexisténcia sugere que outros
mecanismos, como a transmissao mecanica ou o transporte de mudas contaminadas, devem
estar envolvidos na tramissdo e introducdo do virus. A auséncia de infec¢bes causadas por
SCV, SPaV e fitoplasma pode estar relacionada a especificidade dos vetores desses

patogenos, que diferem dos demais virus detectados.
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A transmissdo de virus por vetores € um dos principais fatores que determinam a
disseminacéo e severidade das infeccGes virais em plantas. A alta incidéncia de coinfecgdes
entre virus transmitidos por pulgbes destaca a relevancia desse vetor na epidemiologia das
viroses do morangueiro. Estudos indicam que coinfec¢bes podem resultar em interacGes
sinérgicas, onde um virus facilita a infeccdo de outro ao suprimir as defesas da planta (Martin
e Tzanetakis, 2006). Além disso, a presenca de SLRSV junto a SVBV e SMoV levanta a
hipotese de que sua disseminagdo possa ocorrer de forma indireta.

Por outro lado, coinfeccdes como SVBV+SLRSV sdo menos provaveis de ocorrerem
na natureza por seus vetores, pulgdo e nematoide, respectivamente. Essa associa¢do sugere
que as plantas j& deveriam estar infectadas antes do plantio na éarea cultivada ou que outros
mecanismos de disseminagdo, como 0 uso de mudas contaminadas, possam estar envolvidos.
A presenca dessa coinfeccdo também levanta a possibilidade de que o nematoide vetor esteja
presente na regido, o que representaria um risco adicional para a disseminacdo do SLRSV e
reforca a importancia do monitoramento fitossanitario, dado que esse nematoide é uma praga
regulamentada quarentenaria ausente no Brasil, segundo a Instrucdo Normativa SDA/MAPA
(Brasil, 2021).

A anélise gendmica revelou que os isolados brasileiros apresentam identidade
genética de 100% entre si, sugerindo uma origem comum e uma disseminacédo clonal no pais,
assim como as amostras importadas da Espanha. Essa similaridade sugere que, embora o virus
possa ter sido introduzido no Brasil por meio de mudas importadas, sua dispersdo pode ter
ocorrido predominantemente dentro do territério nacional por meio de mudas clonadas e
distribuidas localmente, corroborando a hipotese de uma disseminacdo restrita no Brasil,
facilitando estratégias direcionadas de manejo. Esse padrdo de agrupamento foi igualmente
relatado por Costa et al. (2021) para outros patdégenos no Brasil.

Além disso, os resultados demonstraram uma proximidade genética significativa
entre os isolados brasileiros e importados, com os isolados da Suiga (KT923163), Nova
Zelandia (HM591198, HM591196 e MN082041) e Holanda (MF796974 e MF796988), esse
resultado demonstra que entre os isolados estudados e 0s encontrados em outros paises sugere
gue essas regides também devem receber mudas provenientes da Espanha, principal
exportadora de material propagativo de morango na Europa. Essa conexdo evidencia a
necessidade de uma investigacdo mais detalhada sobre as rotas comerciais e sanitarias
envolvidas na distribuicdo dessas mudas. Essa dindmica foi discutida por Ranawaka et al.
(2020), que destacaram a relacdo entre o comércio de mudas e a introducdo de patdgenos,

bem como a reducdo da diversidade genética local.
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Os resultados deste estudo reforcam a necessidade de monitoramento continuo e da
implementacao de praticas de manejo integrado para o controle da disseminacdo do SLRSV e
dos demais virus. A vigilancia epidemioldgica, o controle rigoroso sobre o comércio de
material vegetal contaminado e o0 manejo adequado de vetores sdo essenciais para minimizar
0s impactos econdmicos e fitossanitarios desses patdgenos na cultura do morango (Massart et
al., 2017). Estudos demonstram que virus latentes em plantas perenes, como 0 morangueiro,
podem permanecer assintomaticos por longos periodos, dificultando a deteccéo e favorecendo
sua propagacdo em mudas comercializadas (Rwahnih et al., 2012).

Apesar dos avancos no estudo das viroses e fitoplasmas em morangueiro, a literatura
ainda apresenta lacunas e, muitas vezes, estad desatualizada. Além disso, diversos estudos
relatam desafios técnicos na manipulacdo molecular dessa cultura, devido a presenca de
compostos que dificultam a extracdo de acidos nucleicos, um obstaculo mencionado por
Jaakola et al. (2001) e Gambino et al. (2008). Dessa forma, este estudo contribui
significativamente para o entendimento da epidemiologia de diferentes espécies virais no
Brasil e reforca a importancia de investimentos em pesquisa para o desenvolvimento de

estratégias de controle mais eficazes.

5 CONCLUSAO

Este estudo reforca a importancia do monitoramento e controle fitossanitario na
cultura do morangueiro, considerando a diversidade de virus que comprometem sua
produtividade e qualidade. A detec¢do de SLRSV, SVBV, SMYEV e SMoV evidencia a
necessidade de estratégias eficazes de manejo integrado, incluindo o uso de mudas
certificadas, praticas agricolas adequadas e monitoramento continuo para mitigar a
disseminacédo desses patdgenos.

Dentre os virus identificados, o SLRSV (strawberry latent ringspot virus) merece
destague por ser um patdgeno quarentendrio, cuja presenca pode representar sérias
implicacbes para a produgdo e o comércio de mudas de morango. Sua deteccdo reforca a
necessidade de medidas rigorosas de biosseguranca e certificacdo sanitéria, a fim de evitar sua
disseminagdo para novas areas de cultivo. Além disso, sua ocorréncia em coinfec¢bes com
SVBYV e SMoV levanta questionamentos sobre possiveis interagdes sinérgicas € mecanismos
adicionais de transmissdo, que devem ser investigados para um melhor entendimento de sua

disseminacao.
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A caracterizacdo genética dos isolados de SLRSV revelou tanto similaridades quanto
variag0es em relagdo a outros isolados previamente descritos, indicando a necessidade de
abordagens especificas para 0 manejo desse patdgeno. Diante da sua relevancia quarentenaria,
recomenda-se a continuidade das pesquisas, com énfase na identificacdo de novos isolados,
no aprimoramento de métodos de diagndstico e na implementacédo de estratégias de controle
mais eficazes. A adocdo de medidas preventivas e de manejo integrado, aliadas a politicas de
biosseguranca mais rigorosas, é essencial para minimizar os impactos desse virus e garantir a

sanidade da cultura do morangueiro no Brasil.
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