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SANTANA, A. P. J. Preservacdo de amostras de folhas do mamoeiro para
deteccéo dos virus da meleira (PMeV e PMeV2) por diagnéstico molecular 2024.
39f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de PdOs-Graduacdo em
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RESUMO

A doenca da meleira do mamoeiro é ocasionada pelo complexo viral papaya meleira
virus (PMeV e PMeV2). A estratégia de controle da doenca é a identificacdo das
plantas sintométicas que sado retiradas do campo através da técnica de roguing. No
entanto, frequentemente ha a necessidade da confirmacdo molecular de plantas
suspeitas de estarem infectadas. O trabalho foi o primeiro a utilizar a técnica de
herborizacéo para avaliar o virus da meleira, com a herborizacdo, podem viabilizar o
transporte das amostras para diagndstico e auxiliar em em estudos de genémica viral
em escala temporal. O objetivo deste trabalho foi avaliar uma metodologia de coleta,
preservacao e armazenamento de amostras de folhas de maméo infectadas pelo
complexo dos virus da meleira para diagndstico molecular. Foi determinada a
eficiéncia da herborizagéo e o armazenamento na conservacgéo de amostras de folhas
de mamoeiro para diagndéstico. As amostras foram coletadas manualmente, fazendo
o corte das folhas jovens, preferencialmente com lesdes apicais caracteristicas dos
sintomas da meleira. Um total de 48 amostras foram separadas em dois grupos
armazenados de forma diferentes, sendo 24 mantidas em ultrafreezer e 24
herbarizadas, que por sua vez foram subdivididas em dois subgrupos com 12
amostras de assintométicas (UM e HM) e 12 amostras sintomaticas (UA e HA). As
analises para o diagnostico molecular dos virus PMeV e PMeV2 foram realizadas com
intervalos de zero (T0), cinco (T5), dez (T10), vinte (T20) e quarenta (T40) dias, apos
o0 armazenamento. Observou-se que em T20 e T40 todas as amostras demonstraram
a presenga do complexo viral PMeV em ambas as formas de conservagao. Entretanto,
as analises nos tempos T5 e T10 ndo obtiveram um padréo uniforme para identificacéo
do virus possivelmente relacionado a distribuicdo ndo uniforme dos virus nas células
das folhas de mamoeiro. Os resultados validaram uma metodologia alternativa para a
recomendacao de um novo protocolo de preservagcédo e armazenamento de amostras
com baixo custo e facil execugdo, para o diagnostico molecular da meleira do
mamoeiro.

Palavras-chave: diagnéstico molecular, herborizagéo, controle viral.
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papaya sticky disease viruses (PMeV E PMeV-2) by molecular diagnosis
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ABSTRACT

The papaya blight disease is caused by the papaya blight virus complex (PMeV and
PMeV?2). The strategy for controlling the disease is to identify symptomatic plants that
are removed from the field using the roguing technique. However, there is often a need
for molecular confirmation of plants suspected of being infected. Improving techniques
for maintaining the virus in biological material, such as herborization, can help in time-
scale studies of viral genomics. The aim of this study was to evaluate a methodology
for collecting, preserving and storing samples of papaya leaves infected by the blight
virus complex for molecular diagnosis. The efficiency of herborization and storage in
preserving papaya leaf samples for diagnosis was determined. The samples were
collected manually by cutting young leaves, preferably with apical lesions characteristic
of the symptoms of blight. A total of 48 samples were separated into two differently
stored groups, 24 kept in an ultrafreezer and 24 herbarized, which in turn were
subdivided into two subgroups with 12 asymptomatic samples (UM and HM) and 12
symptomatic samples (UA and HA). Analyses for the molecular diagnosis of the PMeV
and PMeV2 viruses were carried out at intervals of zero (T0), five (T5), ten (T10),
twenty (T20) and forty (T40) days after storage. It was observed that at T20 and T40
all the samples showed the presence of the PMeV viral complex in both forms of
preservation. However, the analyses at times T5 and T10 did not obtain a uniform
pattern for identifying the virus, possibly due to the non-uniform distribution of the
viruses in the cells of the papaya leaves. The results validated an alternative
methodology for recommending a new low-cost and easy-to-use sample preservation
and storage protocol for the molecular diagnosis of papaya blight.

Keywords: molecular diagnosis, herborization, viral control.
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1 INTRODUCAO

1.1 A CULTURA DO MAMAO NO BRASIL E NO ESPIRITO SANTO

O agronegocio representa cerca de 25,5% do Produto Interno Bruto (PIB)
(Cepea, 2022), sendo assim, um setor importante para a economia brasileira. Dentre
0s ramos do agronegdcio, a fruticultura representa uma producao de 41 milhdes de
toneladas, em 2,6 milhdes de hectares de plantios, sendo que 81% da producéo se
enquadra como agricultura familiar (CNA, 2022). Além disso, a fruticultura participa da
cesta de exportacdes com mais de 40 frutas e vendas de US$ 1,07 bilhdo em 2021,
sendo que manga, meldo, uva, limdo, maca, melancia e mamao correspondem a mais
de 80% do faturamento do setor no mercado internacional (CNA, 2022).

A cultura do mamao tem participacdo significativa na fruticultura nacional e
possui grande relevancia econdémica e social, principalmente na geracédo de emprego
e renda (Galo et al., 2014). O Brasil € o terceiro maior produtor de maméo no mundo,
com producdo superior a 1 milhdo de toneladas, gerando um valor bruto de
433.505.000 dolares (Fao, 2020). O estado do Espirito Santo € um dos principais
produtores e exportadores deste fruto. O estado € responsavel por praticamente
metade da producdo de mamao nacional, tendo produzido 439.550 toneladas em
2021 (Galeano et al., 2022).

Entretanto, as plantacdes de mamoeiro sdo comprometidas por diversas
doencas que reduzem a producdo ou até mesmo invibializam a cultura
comercialmente. Dentre essas doengas, destacam-se as viroses, que causam
reducdo na producéo de frutos e podem chegar a matar as plantas (Ventura et al.,
2014).

1.2 VIROSES DO MAMOEIRO

No Brasil, as principais doencas que acometem o0 mamoeiro em campo Sao
as viroses (Ventura et al.,, 2014). As doencas virGticas causam reducbes na
produtividade, podendo tornar improdutivos os pomares. Atualmente, existem mais de
dez virus diferentes relatados na cultura do mamao no mundo (Sa Antunes et al.,

2020), entretanto, as que ganham maiores destaques S0 0 mosaico ou mancha
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anelar (Papaya ringspot virus-P), a meleira causada pelo complexo de virus papaya
meleira virus (PMeV e PMeV2) e o amarelo letal do mamoeiro (Papaya lethal yellowing
virus) (Ventura; Costa; Tatagiba, 2014). Dentre estas viroses, destaca-se a meleira do
mamoeiro, que € um importante problema fitossanitario do mamoeiro no Brasil, (Abreu
et al., 2015a; Ventura; Costa; Tatagiba, 2014), o qual causa severas perdas na
producao e gera dispéndio de tempo e recursos financeiros para os produtores rurais.
No Espirito Santo, a meleira € apontada como o segundo maior problema fitossanitario

do mamoeiro, ficando atras apenas do mosaico do mamoeiro (Galeano et al., 2022).

1.3 MELEIRA DO MAMOEIRO

1.3.1 Etiologia

A meleira do mamoeiro é causada pelo complexo dos virus papaya meleira
virus (PMeV e PMeV2). No inicio, acreditava-se que os sintomas estavam associados
a um disturbio na absorcdo de nutrientes como o célcio e o boro, ou associado ao
estresse hidrico (Nakagawa; Takayama; Suzukawa, 1987) ou ainda causado por
bactérias do género Bartonella (Akiba, 1989).

No entanto, Rodrigues et al. (1989) confirmaram a transmissédo da doenca
pelo latex de plantas doentes, atribuindo uma etiologia biética para a doenca.
Posteriormente, Kitajima et al. (1993) constaram por microscopia eletrénica de
transmissao a presenca de particulas isométricas de aproximadamente 42 nm de
diametro e em analise molecular em gel de agarose, do latex de plantas doentes, a
presenca de uma banda com aproximadamente 10.000 pares de bases (pb). Também,
com cortes ultrafinos dos tecidos, observaram que as particulas isométricas estavam
restritas as células dos vasos laticiferos. Posteriormente, com o uso da microscopia
eletrbnica e analises moleculares foi constatado que as particulas virais estavam
fortemente ligadas aos polimeros presentes no latex (Rodrigues et al., 2005).
Entretanto, a etiologia viral da doenca foi confirmada apds a purificacéo das particulas
isométricas e a inoculacdo das particulas virais em mamoeiros sadios, que
apresentaram os sintomas da doenca (Maciel-Zambolim et al., 2003).

A sequéncia completa de PMeV foi realizada em uma andalise in silico do

genoma composto por uma unica molécula de RNA fita dupla (dsRNA), contendo os
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dominios conservados caracteristicos de RdRps de membros da familia
Fusagraviridae (Maurastoni et al., 2023). Posteriormente foi demostrado que a doenca
€ consequéncia de uma dupla infeccdo com PMeV, revelando um segundo virus
papaya meleira virus 2 (PMeV2), relacionado com membros do género Umbravirus e
gue possui um genoma de RNA fita simples (ssRNA) de aproximadamente 4,5 kb
(Antunes et al., 2016). A organizacdo do genoma viral pode ser observado na Figura
1.

615 5306 8809
5366

. cp . RdRp 8814nt  PMeV-ES

4 978 2399

RdRp ] 4,515nt PMeV2

Figura 1. Organizacdo gendmica dos virus da meleira do mamoeiro. PMeV isolado do Espirito
Santo (PMeV — ES) e PMeV 2. (Fonte: Adaptado de Antunes et al., 2020).

Papaya meleira virus possui dois quadros de leitura aberta (ORFs, do inglés
open reanding frames) (PMeV — ES, Figura 1). A ORF1 codifica as proteinas
estruturais e que compdem o capsideo do virus, enquanto que a ORF2 traduz para
uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (Antunes et al., 2016). Antunes et
al. (2016) classificaram PMeV como um toti-like virus, enquanto que Mausrastoni et
al. (2023) como fusagra-like virus. A semelhanca do genoma viral com os da familia
Fusagraviridae esta relacionado a regides conservadas da RdRp, para tal existe uma
relacao filogenética com os virus da familia Totiviridae, os quais pertencem a mesma
ordem dos Ghabrivirales (Maurastoni et al., 2023). O PMeV é um virus de RNA de fita
dupla (dsRNA) de 8,7 kbp (Fusagraviridae) que interage em uma co-infeccdo com
PMeV2, um RNA de fita simples de 4,5 kbps (ssRNA) (virus tipo umbra-like) (Antures
etal., 2016; Maurastoni et al., 2023). PMeV2 possui um sitio de decodificagéo proteica
de RdRp, porém sem uma regido de producao de proteinas estruturais para formacao
de um capsideo. Desse modo, necessitando de um virus auxiliar para encaspsidacao
do seu material genético (Maurastoni et al., 2023).

Além do Brasil, a doenca ja foi relatada em paises como México, Equador e

Australia. No Brasil a doenca pode ser encontrada nos principais estados produtores
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de mamao na regido Sudeste (Espirito Santo e Minas Gerais) e Nordeste (Bahia,
Pernambuco e Ceara) (Antunes et al. 2020). O isolado equatoriano foi nomeado de
papaya virus Q (PpVQ), sendo um virus similar aos do género Umbravirus. O Equador
detectou o virus auxiliar, classificando como um toti-like virus que foi nomeado de
papaya stick fruit-associated virus (PSFaV), sendo diferente do PMeV brasileiro
(Quito-Avila et al., 2023). O México identificou PMeV-Mx (papaya meleira virus —
isolado mexicano) como um virus similar ao PMeV2 (Perez-Brito et al., 2012). Por fim,
Campbell (2018) relatou a presenca de plantas de mamoeiro infectadas com o virus
da meleira. Entretanto, México e Australia ainda néo relataram qual o virus auxiliar
responsavel por transcapsidar os materiais genéticos virais.

Um fator intrigante sobre o virus da meleira do mamoeiro € que sao
encontrados em altas concentragfes em nos laticiferos, mas também podem ser
identificados em outros tecidos (Mérchan-Gaitan et al., 2024). Em plantas produtoras
de latex, os laticiferos se estendem por todo seu tecido vegetal e podem serem
diferenciados em articulados e néo articulados (Hagel et al., 2008). As plantas de
Carica papaya possuem células laticiferas néo articuladas, garantindo que
permanecam unidas entre si (Mérchan-Gaitan et al., 2024; Hagel et al., 2008), e talvez

seja um fator predominante para uma maior concentracao viral.

1.3.2 Sintomas

A doenca é caracterizada por uma exsudacédo espontanea de latex nos frutos
e pontas das folhas jovens, em que o latex se oxida com a exposi¢cdo atmosférica,
dando uma aparéncia pegajosa do fruto devido ao seu escorrimento e formando
pequenas lesdes necroticas nas bordas das folhas jovens encontradas no apice das
plantas (Figura 2) (Tavares et al., 2004; Ventura; Costa; Tatagiba, 2014; Maurastoni
et al., 2023).

As plantas com a presenca do virus da meleira produzem frutos impréprios
para consumo. A exsudacao fluida e espontanea do latex em frutas de Carica papaya
afetam o seu controle de qualidade reduzindo o teor de acgucares (°BRIX), decorrente
da maior aquosidade no tecido vegetal, aparicdo de manchas sazonais, necrose nas
regides em que o latex entra em contato e em caso mais graves da doenca a presenca

de latex no interior do fruto (Maurastoni et al., 2023).
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Figura 2. Folhas jovens de mamoeiro infectado pelo virus da meleira, com aspecto pegajoso
devido a exsudacéao do latex (A) e necrose no apice das folhas devido a oxidacéo do latex (B).

Inicialmente, os sintomas da meleira foram atribuidos a uma deficiéncia de
calcio ou boro (Nakagawa; Takayama; Suzukawa, 1987), mas, posteriormente com
estudos de monitoramento da dispersdo da doenca em pomares comerciais, se
confirmou o envolvimento de um patdgeno associado a doenc¢a (Rodrigues; Ventura;

Mafia, 1989) e confirmada a associagdo com um virus (Kitajima et al., 1993).

1.3.3 Transmisséao

O virus da meleira do mamoeiro encontra-se em alta concentracao no latex
da planta (Kitajima et al., 1993). Em pesquisas de epidemiologia da doenca no campo
notou-se uma distribuicdo agregada das plantas infectadas pelo PMeV ao longo das
linhas de plantio, 0 que sugere que a transmissdo do virus ocorra durante os tratos
culturais, através de ferimentos nas plantas com a inoculacdo de latex infectado
(Ventura et al., 2003). Além de estudos sobre transmissédo, também sugerirem que
pode ocorrer por insetos vetores, como a cigarrinha (Garcia-Camara et al., 2019).

1.3.4 Epidemiologia da doenca

O virus da meleira do mamoeiro causa severas perdas nos cultivos de mamao

no Brasil. No estado do Espirito Santo, a meleira do mamoeiro foi notificada
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oficialmente pela primeira vez em 1989, apds a confirmacéo do agente causal desta
doenca (Rodrigues; Ventura; Mafia, 1989; Rodrigues; Ventura; Marin, 1989).

Os meses de janeiro e fevereiro costumam ser de maior ocorréncia da meleira
no Espirito, podendo causar prejuizos com mais de 50% de perda (Galeano et al.,
2022). Entretanto, os danos podem ser maiores caso néo seja realizada a erradicacao
das plantas doentes, que geralmente servem de fonte de inoculo nos pomares
(Ventura et al., 2003). Ainda nao foram identificados genétipos de mamao resistentes
ao virus da meleira (Abreu et al., 2015a). Além disso, ndo ha métodos de controle
curativo para o virus, sendo recomendada a eliminacdo de plantas infectadas
(roguing), uma vez que uma unica planta doente é capaz de ser fonte de indculo para
toda a lavoura (Santos Filho; Oliveira; Haddad, 2016).

Algumas medidas podem ser adotadas para reduzir a disseminacdo da
doenca, tais como: realizar inspecdes semanais nos pomares e eliminar plantas
doentes; ndo coletar sementes de plantas doentes; desinfetar todo o material utilizado
no desbaste e colheita dos frutos; eliminar todos os pomares ao final do ciclo
econdmico de producdo, para eliminar as fontes de in6culo (Ventura; Costa; Tatagiba,
2014). Diante da agressividade da doenca, associada a falta de métodos curativos
para ela, é indispensavel o monitoramento constante para garantir o diagndstico eficaz

e precoce do virus.

1.6 MONITORAMENTO E DIAGNOSTICO DA DOENCA

Para garantir um controle eficiente e evitar perdas econdémicas por problemas
fitossanitarios, € importante o diagnoéstico correto do agente causal, em tempo habil
para ocorrer intervengdes. Especifico para a meleira, o diagnostico precoce e correto
é importante para a reducédo das fontes de indculo, pois ainda ndo existem variedades
resistente a doenca. Atualmente, ha métodos moleculares para a identificacdo dos
virus, com base na extracao de acidos nucléicos do latex de mamao infectado e na
visualizacdo do dsRNA em gel de agarose a 1% (p/v). Apesar de serem métodos
rapidos e com custo baixo, requer uma grande quantidade de latex (entre 350 e 500
uL) (Tavares et al., 2004), e uma alta concentracdo do virus, inviabilizando a deteccao
nos estagios iniciais da infeccdo ou quando apenas uma pequena quantidade do

material vegetal esté disponivel (Abreu et al., 2015a).
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A metodologia usual para a identificacdo do virus da meleira do mamoeiro €
através da técnica RT-PCR em tecidos do mamoeiro (Abreu et al., 2012). Para tanto,
0 material vegetal coletado deve ser imediatamente armazenado em N2 e congelado
em ultrafreezer até o processamento das amostras (Zamudio-Moreno et al., 2015).
Essa necessidade do armazenamento imediato em nitrogénio liquido (N2) dificulta o
monitoramento da doenca e o transporte de amostras de uma regido para outra, bem
como 0 envio para os laboratérios, uma vez que é preciso levar recipientes com N2
para o campo e manter as amostras congeladas. Entretanto, a severidade da doenga
faz necessario o monitoramento constante dos cultivos de mamoeiro, aumentando a
importancia do desenvolvimento de técnicas alternativas para armazenamento do
material vegetal. Uma alternativa seria a utilizacdo da técnica de herborizacdo, muito
utilizada para armazenar material vegetal. Nesta técnica, partes de plantas (ou até
mesmo a planta inteira) sdo coletadas, prensadas para dessecacao e preservadas
(Lang et al., 2019).

Além do RT-PCR, existem outras técnicas de deteccdo viral do complexo
PMeV, como multiplex RT-PCR (mPCR) e qPCR (Abreu et al., 2011; Maurastoni et
al., 2020). O mPCR é capaz de detector a presenca dos dois virus em um Unico ensaio
de diagnéstico amplificando regides correspondentes aos virus PMeV e PMeV2 e sob
a prescricdo de um limite de deteccdo, sendo uma ferramenta util no controle da
doenca em campo (Maurastoni et al., 2020). Enquanto que, gPCR pode realizar a
quantificacdo do acumulo viral em plantas que demonstrem sintomas virais ou que
estejam assintomaticas (Antunes et al., 2016).

Podemos observar que a detecgéo viral do PMeV e PMeV2 pode ser aplicada
com o diagnostico molecular. Isto se tornou possivel atraves da utilizacao de técnicas
de sequenciamento para identificacdo de regides conservadas e montagem do
genoma do virus (Antunes et al., 2016). Segundo Martson et al. (2013) a construcdo
de oligonucleotideos especificos podem auxiliar na construgdo de bibliotecas
gendmicas e que podem ser utilizados posteriormente como primers no diagnostico

viral por PCR.
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1.7 HERBORIZACAO DE AMOSTRAS PARA DIGNOSTICO

O processo de herborizacdo consiste na coleta e preservacao de material
vegetal para seca-los de forma que conserve seus 6rgdos em estudos com fins
botanicos (Machado, sd). A preservacdo de amostras a curto ou longo prazo segue
regras estabelecidas pelos laboratérios de andlises, as condicbes de
acondicionamento se tornam cruciais para as amostras que serviram para analise de
virus gque infectam plantas. As amostras de plantas infectadas podem ser preservadas
em diferentes condicfes de armazenamento levando em consideracdo a temperatura
(geladeiras, freezers, ultra-freezers e freezers criogénicos). O material quando
adequadamente herborizado possui informagcBes sobre a espécie, local e data de
coleta, o responsavel pela coleta, e sdo depositados em herbarios (colecdo de
material vegetal) para fornecer espécimes comprovantes em suportes de
nomenclatura valida (Hartung et al., 2015).

Na herborizacdo, o material vegetal € preservado através da dessecacao por
prensagem. Para tanto, coletam-se partes da planta (ou a planta inteira, se for
pequena) e as dispde em prensas constituidas de folhas de papelao, intercalado com
folhas de jornal e amarrado com barbante grosso, corddes ou cintas (Figura 4).
Alternativamente, o material vegetal pode ser armazenado em sacos plasticos no
campo e a prensagem ser feita no laboratoério (Fidalgo; Bononi, 1989; Lang et al.,
2019; Rotta; Carvalho; Beltrami, 2008). Com esta técnica, varios espécimes sao
preservados em museus, constituindo uma fonte rica da diversidade da flora do
mundo. Além disso, com 0s avancos tecnoldgicos, agora é possivel sequenciar
genomas historicos para fornecer uma melhor compreensdo da emergéncia de
doencas virais de plantas e da histéria evolutiva de patégenos. Nesse contexto, 0s
espécimes de herbario representam uma valiosa fonte de material datado e
preservado (Rieux et al., 2021).

Foram encontrados cerca de 12 trabalhos sobre investigagdo de virus em
material herborizado. Nestes estudos, os autores investigaram a presenca de virus
em plantas depositadas em herbarios, a fim de estudar o histérico do virus em
determinadas regides no mundo (Hartung et al., 2015; Knierim; Tsai; Kenyon, 2013;

Malmstrom et al., 2007; Melzer et al., 2013; Rieux et al., 2021). No entanto, esses
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trabalhos mostraram a possibilidade dos virus ficarem preservados no material vegetal
herborizado.

Para investigar a evolucéo de virus em plantas de tabaco na Australia, Fraile
et al. (1997) utilizaram espécimes de Nicotiana glauca, armazenados entre 1899 e
1972, pertencentes a um herbario australiano. Neste estudo foi identificado o virus do
mosaico (TMV) e o virus do mosaico verde (TMGVM) nas amostras. Malmstrom et al.
(2007) estudando se os virus do nanismo-amarelo-da-cevada (BYDVs e CYDVSs)
ancestrais e atuais compartiiham alguma semelhanca funcional, encontraram
sequéncias parciais do virus BYDV (cepas PAV e MAV) e CYDV (cepa RPV) em
espécimes gramineas de herbario, obtidas de pastagens da Califérnia em 1917.

Um trabalho com objetivo de investigar a preservacdo do RNA em material
vegetal, obteve duas sequéncias do virus do mosaico latente do pessegueiro (PLMVd)
em espécimes coletadas em 1956, pertencentes a um herbario da Nova Zelandia
(Guy, 2013). Bieker et al. (2020) analisaram o perfil metagenémico de espécimes de
Ambrosia artemisiifolia e Arabidopsis thaliana, coletadas até 180 anos atras. Neste
trabalho, os autores conseguiram identificar o virus Rudbeckia flower distortion virus
(RUFDV) nas amostras de A. artemisiifolia. O virus do mosaico da couve-flor (CaMV)
foi detectado em liquens Usnea spp., pela primeira, vez em material herborizado
desde 1952 no Herbario de liquens do Museu da Silésia, na Republica Tcheca (Petrzik
et al., 2016).

Hartung et al. (2015) investigaram a histéria e a diversidade dos virus da
leprose dos citros, o Citrus leprosis virus nuclear type (CiLV-N) e o Citrus leprosis virus
cytoplasmic type (CiLV-N). Para tanto, os autores utilizaram espécimes de citros com
sintomas da doenca, herborizadas ha mais de 50 anos, do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos - Servico de Pesquisa Agricola. Neste trabalho foram
obtidas sequéncia genbmica quase completas dos dois virus nos espécimes
analisadas. A fim de analisar as espécies de virus do género Polerovirus que infectam
plantas de pimenta (Capsicum spp.), um trabalho identificou o virus do enrolamento
da folha da batata (Potato leafroll virus, PLRV) em espécimes de um herbario
australiano armazenados desde 1990 (Knierim; Tsai; Kenyon, 2013).

No estado do Havai - Estados Unidos da América, foi realizado um trabalho
com espécimes de coqueiro-de-vénus (Cordyline fruticosa) armazenados desde 2003

no Bishop Museum (Museu do Bispo). O objetivo do trabalho foi avaliar a distribuicéo
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e variacdes do virus Cordyline ringspot virus (CoV-1, CoV-2, CoV-3 e CoV-4) em
diferentes paises, e 0s autores isolaram CoV-3 e CoV-4 das espécimes herborizadas
(Melzer et al., 2013). Rieux et al. (2021) fizeram a reconstrucéo da historia evolutiva
do virus africano do mosaico da mandioca (ACMV), utilizando espécimes de Manihot
glaziovii herborizados desdel928, pertencentes ao Herbario Nacional do Muséum
National d'Histoire Naturelle (Museu Nacional de Historia Natural) em Paris. Os
autores conseguiram identificar o virus nos espécimes, 0s quais estavam
herborizadas ha mais de 90 anos.

Para estudar o histérico do virus Grapevine red blotch-associated virus
(GRBaV), causador da doenca da mancha vermelha da videira, Rwahnih et al. (2015)
utilizaram espécimes preservadas no Center for Plant Diversity/Herbarium (Centro de
Diversidade Vegetal/Herbério), da Universidade da California, em Davis. Foram 56
espécimes de videira (23 de Vitis vinifera e 33 de hibridos americanos) coletados entre
1937 e 1950. Neste trabalho, os autores conseguiram a sequéncia completa do
genoma do virus, o qual compartilhou 92 a 99% de identidade com outros isolados de
GRBaV atuais. No Brasil, um trabalho foi realizado para entender os processos
genéticos e evolutivos do virus da leprose dos citros (CiLV-C) (Chabi-Jesus et al.,
2021). Os autores conseguiram genomas virais completos ou quase completos em
espécimes de Citrus spp. armazenadas no Herbario do Instituto Bioldgico, em Sao
Paulo, coletadas de 1932 a 1975 no Brasil, na Argentina e no Paraguai.

Ha também um trabalho que prova a preservacdo de virus em graos de
cevada. O RNA do virus do mosaico da listra falsa da cevada (Barley Stripe Mosaic
virus - BSMV) foi extraido de gréos de cevada arqueoldgicos, coletados de Qasr Ibrim,
uma ilha/fortaleza na Alta Nubia (sul do Egito). Os graos de cevada exibindo infec¢éao
por BSMV utilizados neste trabalho datavam 600 a 900 anos antes do inicio das
avaliacdes do trabalho (Smith et al., 2014).

Os resultados apresentados acima evidenciam a possibilidade de utilizar a
técnica de herborizacdo das amostras de folhas de plantas de Carica papaya
infectadas no campo, facilitando a coleta e transporte dessas amostras para 0s
laboratérios, para serem utilizadas no diagnostico da doenca, evitando as perdas e a
necessidade do uso de N2 ou outros processos de preservagao da integridade dos

virus da meleira do mamoeiro para estudos epidemiolégicos da doenca.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia da herborizacdo na preservacdo e armazenamento de
amostras de folhas de mamoeiro para a identificacdo molecular do complexo viral

PMeV (PMeV e PMeV?2).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Herborizar folhas de plantas de mamoeiro infectadas com PMeV e PMeV2,

o Identificar a presenca do complexo PMeV e PMeV2 em amostras de folhas
herborizadas;

o Estabelecer um protocolo para a herborizacdo de baixo custo e facil execucao

para o diagndéstico da meleira do mamoeiro.



25

3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Para realizacdo da coleta das amostras, fez-se necessario a utilizacao de
bisturi, pares de luvas individualizadas e sacos plasticos para cada planta. A utilizagdo
de equipamentos de protecao individual garante a ndo contaminagéo entre amostras
e 0 meio ambiente de realizacdo da coleta.

Foram coletadas manualmente folhas de mamoeiro assintomaticas e com
sintomas severos de infeccdo pelos virus da meleira do mamoeiro, fazendo o corte
das folhas jovens, preferencialmente com lesGes necréticas apicais caracteristicas
dos sintomas da meleira. A coleta das amostras foi realizada em plantas da cultivar
THB no dia 28/06/2022, no sitio Sdo Roque, localizado no Cérrego da Onga, Linhares
- ES (GPS 385128/787392/N). As amostras foram identificadas e mantidas
individualmente em sacos plasticos para evitar o ressecamento e contaminacdes
(Figura 3). Posteriormente, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Biotecnologia Aplicada ao Agronegdcio do Nucleo de Biotecnologia da Universidade

Federal do Espirito Santo, Vitéria — ES em recipientes hermeticamente fechados.

Figura 3. Folhas sadias (A); Folhas com inicio dos sintomas da meleira (B); Folhas com
sintomas severos da meleira (C).

Foram coletadas 48 amostras totais para compor dois grupos, armazenados
de forma diferentes, sendo 24 mantidas em ultrafreezer (- 80°C) (Glacier - 86 °C,
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Ultralow Temperature Freezer), e 24 herbarizadas, que por sua vez foram subdivididas
em dois subgrupos com 12 amostras de assintomaticas (UA — amostra assintomatica
no ultra freezer e HA — assintomatica herborizada) e 12 amostras sintomaticas (UM —
amostra sintomatica no ultrafreezer e HM — amostra sintomatica herborizada). As
analises para o diagndéstico molecular dos virus PMeV e PMeV2 foram realizadas com
intervalos de zero (TO), cinco (T5), dez (T10), vinte (T20) e quarenta (T40) dias, apos

0 armazenamento, com trés repeticoes.

3.2 HERBORIZACAO E ARMAZENAMENTO

O processo de herborizacao foi realizado no laboratério, em até 24 horas apo6s
a coleta no campo, dispondo o material vegetal sob folhas de jornal. Em seguida, o
material foi colocado aberto em folha jornal, sobrepostos na prensa de papeléo,
prensado com barbante (Figura 4) e deixado em local arejado para secagem (25 + 2
°C) por um periodo de 40 dias (Peixoto; Maia, 2013). O protocolo estabelecido se

encontra em ANEXO neste documento.
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Anihise nos tempos (1) em dias
IS; T10; T20; ¢, T40

Carica papava

Figura 4. Resumo esquematico do processo de herborizacdo, armazenamento e andlise de
folhas de Carica papaya. a) Planta de C. papaya; b) Obtencéo da folha; c) Disposi¢cdo do
material vegetal em folhas de jornal; d) Prensa realizada com barbantes e papeldo; e)
armazenamento das amostras em ultrafreezer; f) Analise molecular das amostras nos tempos
de 5, 10, 20 e 40 dias; e g) Resultado da analise.

3.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR DOS VIRUS

Para o diagndstico molecular dos virus foram utilizadas seis amostras
armazenadas no ultrafreezer (trés assintomaticas e trés sintomaticas) e seis amostras
herborizadas (igualmente trés assintomaticas e trés sintomaticas). Para cada extracao
foi utilizado um controle positivo, que consistiu em uma amostra de latex de mamoeiro

sintomatico para meleira, e um controle negativo, que consistiu em agua ultrapura.
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3.3.1 Extracdo de acidos nucleicos

As amostras passaram pelo processo de extracdo, segundo as diretrizes de
Antunes et al., (2016) e protocolo estabelecido pelo Laboratorio de Biotecnologia
Aplicada ao Agronegécio. Para obtencdo do RNA total foi utilizado Trizol (Ambion,
Foster City, CA, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante, e 100 mg de folha
de cada amostra em eppendorf de 2 mL. Apos a pesagem, foi adicionado em cada
tubo com a amostra de folha 300 ml de trizol, em seguida as amostras foram colocadas
em nitrogénio liquido e as folhas foram maceradas com o auxilio de um pistilo. Apés
a maceracao, foram adicionados 700 mL de triazol.

Em seguida as amostras foram agitadas no vortex durante 10 segundos e
mantidas por 5 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, foram
adicionados 200 pL de cloroféormio nas amostras e novamente agitadas no vortex por
1 min. Finalizada esta etapa, as amostras foram incubadas por 3 minutos em
temperatura ambiente e entdo centrifugadas por 10 s, 12.000 g a 4 °C por 15 minutos
(centrifugue 5418R. — eppendorf). Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
transferido para outro microtubo eppendorf (2 mL), e adicionou-se 400 pL de
isopropanol. Estes tubos foram agitados manualmente por inversdo durante 2 minutos
e mantidos em temperatura ambiente por 8 minutos. Apos a inversao, as amostras
foram novamente centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C.

O sobrenadante das amostras foi descartado e o precipitado obtido foi lavado
com 1 mL de etanol a 75% a 4 °C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
a 7.500 g durante 5 min a 4°C. Retirou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet
na camara de fluxo laminar. Utilizou-se 20 ul de agua ultrapura para ressuspenséao. O
RNA isolado foi quantificado (ng/ pL) utilizando nanodrop e posteriormente estocado

em ultra freezer a -80 °C.

3.3.2 Tratamento com DNase

Foi utilizado um pg de RNA extraido na etapa anterior e homogeneizado com
DNase (RNase — Free DNase Promega) seguindo o protocolo estabelecido pelo
fabricante. Adicionou-se 1 uL de tampéao para DNase e 1 uL da enzima, completando

o volume para 8 uL com agua ultrapura. Posteriormente, a reacao foi incubada por 30
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minutos a 37 °C e adicionado 1 pL de EDTA 20 mM. Em seguida, a reacao foi

novamente incubada por 10 minutos a 75 °C (Antunes et al., 2016).

3.3.3 Transcricéao reversa

Apés o tratamento do RNA com DNase, 0,5 pg do primer hexadmero randémico
foi adicionado e incubados por 3 minutos a 96°C. Apdés, foi adicionado 4 pL do tampéo
de enzima M-MLV, 1,25 uL de dNTP 25 mM,e 1 ul da enzima M-MLV transcriptase
reversa (200 U/ul) (Promega), completando um volume final de 25 ul. Ao final, a
amostra foi incubada a 37 °C por 60 min para a sintese do cDNA e 70 °C por 10 min
para a desativacao da enzima (Antunes et al., 2016).

3.3.4 PCR convencional

Para o PCR convencional foram utilizandos os cDNAs da transcri¢cao reversa
para posterior avaliacdo dos seus produtos. Foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores especificos, de acordo com Antunes et al. (2016) apresentados na Tabela
1 para o PMeV e PMeV2. Em dois microtubos tipo eppendorf, foi preparado uma
soluc@o mix para cada virus correspondente ao seu nucleotideo iniciador, contendo 4
ML de tampédo 10X para a enzima, 1,5 uL de cloreto de magnésio (MgCl2) 25 mM, 0,2
ML de dNTPs 25 mM; 1,25 ul do oligonucleotideo iniciador (125 ng/ul), 1 uL de cDNA,
0,1 pl de enzima (5 U/ul) e agua ultrapura livre de RNase completando-se 10 uL na
solucéo final. A solugdo mix correspondente a cada um dos virus (PMeV e PMeV2) foi
submetida a uma temperatura preliminar de 94° C por 3 minutos e posteriormente 32
ciclos de 94°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um ciclo final de
72 °C por 7 minutos (Araujo et al., 2007; Antunes et al., 2016), no termociclador
(Mastercycler gradiente, 5331YN356755).
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo por PCR na detecdo dos virus PMeV
e PMeV2

Nome do iniciador Sequéncia do primer? Tm
Primer PMeV F: 5 CTCTGTGGGAAGCAACGATTA 3’ 59,4 °C
R: 5 GTAGGAAACTCGGTCTGCCATAG ¥ 62,1 °C
Primer PMeV2 F: 5 CGCCAAGTGGGATAAGTTTAGA 3 60 °C

R: 5 CGATTTGAGCACAAGGGTTAATG 3’

!Antunes et al. (2016)

3.3.5 Anédlise dos produtos de PCR por Eletroforese em Gel de Agarose

Apébs a PCR, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,0% (p/v), em solucdo tampédo TAE (Tris-base 0,1 M; acido acético glacial 1 M e
EDTA 0,5 M, pH 8,0) e corado com 10 uL de brometo de etidio (10 ng/mL), durante
90 minutos em uma voltagem de 80 mV. Para verificar o peso molecular, foi feito por
comparacdo com o marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen
Carlsbad, USA). Foram aplicadas 10 pL de cada amostra por poco e 2 uL do tampéo
Blue/Orange (Promega). As imagens dos géis foram digitalizadas e fotografadas no
sistema ultravioleta digital de captura de imagens L-PIX (Loccus Biotecnologia®
Molecular Imaging) para obten¢&o dos dados. O diagnostico molecular foi considerado
positivo quando houve a amplificagdo em pares de base (pb) na regiao

correspondente ao fragmento viral quando comparado junto ao marcador molecular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras herborizadas e armazenadas em ultrafreezer foram
submetidas a analise molecular para determinar a presenca dos virus PMeV e PMeV?2.
Os virus foram detectados nas amostras de folhas infectadas, nos dois processos de
armazenamento e em todos os seus tempos. Nas amostras assintomaticas
armazenadas no ultrafreezer (UA), duas repeticdes apresentaram amplificacéo para
o virus PMeV, mas nao amplificaram para o PMeV2, tanto no tempo T5, quanto no
T10 (Tabelas 2 e 3, Figura 5). J4 nos tempos T20 e T40, todas as repeticdes UA
amplificaram para PMeV (Tabelas 2 e 3, Figura 5). No diagnéstico de PMeV2, as
amostras em UA também amplificaram, no tempo T20 (Tabela 2, Figura 5), e duas
repeticbes com bandas de intensidade moderada e uma com intensidade leve, no
tempo T40 (Tabelas 2 e 3, Figura 5). A variacdo da deteccdo dos virus entre as
repeticbes de uma mesma amostra possivelmente estd associada a distribuicdo dos
virus nos tecidos da folha.

Os resultados mostraram que ocorreu uma variacao dentro das repeticdes de
uma mesma amostra. Esta variacao da deteccédo dos virus entre as repeticdes de uma
mesma amostra possivelmente estéd associada a distribuicdo dos virus nos tecidos da
folha, ou aos periodos de incubacao do virus nas plantas no campo, bem como no
processo da selecdo das folhas no laboratério para extracio do RNA dos virus. E
comum em algumas culturas a padronizacao da folha a ser coletada para amostragem
de pragas e doencas (Vieira Junior; Fernandes, 2009; Souza et al., 1998). Na cultura
café, por exemplo, a recomendacéo é coletar o terceiro e o quarto par de folhas, no
terco inferior da planta, para amostragem representativa de ferrugem (Vieira Janior;
Fernandes, 2009; Ventura et al., 2019). Com os resultados do presente trabalho fica
evidente a necessidade de padronizacao na coleta das folhas e sua posi¢ao na planta
e a coleta dos tecidos do limbo para as extracbes do RNA dos virus. Possivelmente,
a presenca do virus nos tecidos variou com a idade de folha e também na distribuicdo
dentro das células na mesma, justificando a diferenca da amplificacdo dos virus PMeV
e PMeV2 em algumas das repeticdes da mesma amostra. Trabalhos futuros poderao
ser realizados para estipular a padronizacdo da coleta de amostras para diagnastico,
validando a hipotese da necessidade de padronizacao ou pela inativacdo natural do

virus.
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Tabela 2. Avaliagdo da presenca do virus PMeV e PMeV2 em amostras de folhas de Carica papaya herbarizadas
em diferentes periodos de armazenamento.

Periodo de Armazenamento
T5 T10 T20 T40
Amostras PMeV PMeV2 PMeV PMeV2 PMeV PMeV2 PMeV PMeV2

UA 2/3 0/3 2/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3
UM 3/3 1/3 3/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3
HA 1/3 0/3 1/3 1/3 213 1/3 3/3 3/3
HM 2/3 1/3 2/3 0/3 3/3 1/3 3/3 3/3
C+ 1/1 11 1/1 11 11 11 11 11
C- 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 0/1 01
S/N 0/3 0/3 2/3 0/3
C/IN 0/3 0/3 1/3 0/3
C+ 1/1 11 11 11
C- 0/1 0/1 0/1 0/1

Sequéncia de 3 amostras relacionadas ao teste positivo para PMeV e PMeV2. UA= Amostra
assintomatica no ultrafreezer; UM= Amostra sintomatica no ultrafreezer; HA= Amostra assintomatica
herborizada; HM= Amostra sintomatica herborizada; Cont+= Controle positivo; Cont-= Controle
negativo; S/N= Amostra herbario sem nervura; C/M= Amostra herbario com nervura; Cont+= Controle
positivo; Cont-= Controle negativo. T10= Tempo 10; T40= Tempo 40
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Tabela 3. Intensidade da banda decorrente dos produtos de PCR durante o diagnéstico do PMeV e PMeV2 em amostras de folhas de Carica papaya herbarizadas em diferentes

periodos de armazenamento.

Periodo de Armazenamento

T5 T40
Amostras  Repelicao ooy PMev2  PMev  PMev2 PMeV  PMeV2 PMeV  PMeV2
UA 1 ++ - ++ - ++ + ++ +
2 ++ - ++ - ++ ++ ++ ++
3 - - - - ++ + ++ ++
UM 1 +++ - +++ - +++ +++ +++ +++
2 +++ - +++ - +++ +++ +++ +++
3 +4++ +4++ e+ - e+ +4++ +4+ +4++
HA 1 - - - - - - ++ +
2 + - - - + - ++ +
3 - - - + ++ + + +
HM 1 - - - ++ - ++ +
2 +++ +++ - ++ - ++ ++
3 - - - - ++ + ++ ++
C+ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
C- - - - - - - - -
S/IN 1 - - + -
2 - - - -
3 - - + -
CIN 1 - - ++ -
2 - - - -
3 - - - -
C+ +++ ++ +++ ++
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C- - - - -
UA= Amostra assintomatica no ultrafreezer; UM= Amostra sintomatica no ultrafreezer; HA= Amostra assintomatica herborizada; HM= Amostra sintomatica
herborizada; Cont+= Controle positivo; Cont-= Controle negativo; S/IN= Amostra herbario sem nervura; C/M= Amostra herbario com nervura; Cont+= Controle
positivo; Cont-= Controle negativo. T10= Tempo 10; T40= Tempo 40; + banda leve; ++ banda intermediaria; +++ banda forte.
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1 2 345 6 78 9 101112 1314 15 16 17 1 4 5 6 8 9 4 16

Figura 5. Eletroforese dos produtos de PCR do PMeV (650 pb) das amostras do tempo T5 (A),
T10 (C), T20 (E) e T40 (G) e PMeV2 (850 pb) do tempo T5 (B), T10 (D), T20 (F) e T40 (H) em
triplicata. 1 - Marcador molecular; 2 — negativo cDNA (-cDNA); 3 — negativo PCR (-PCR); 4, 5, 6
—UA;7,8,9-UM; 10, 11, 12 — HA; 13, 14, 15 — HM; 16 — positivo PCR (+PCR); 17 — negative
da extracao.

As amostras (armazenadas em ultrafreezer e sintoméaticas para meleira
(UM), amplificaram as trés repeticdes, com banda forte para PMeV nos tempos
T5 e T10 (Tabela 2, Figura 5), mas somente a repeticao trés do T5 amplificou
para PMeV2 (Tabela 2, Figura 5). As demais ndo amplificaram PMeV2, tanto em
T5, quanto em T10 (Tabela 2, Figura 5). Contudo, todas as repeti¢cdes
amplificaram os virus PMeV e PMeV2 nos tempos T20 e T40 (Tabela 2, Figura
5).

Além do mais, o fato dos maiores tempos de armazenamentos (T20 e
T40) mostrarem a presenca dos virus de forma mais acentuada nas trés
repeticbes, corroboram com a explicacdo levantada no paragrafo acima.
Possivelmente, a falta de padronizacdo da idade e posicdo das folhas nas

plantas, na coleta de campo, bem como a variagao dos tecidos do limbo foliar
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(com ou sem nervuras, onde existe maior quantidade de vasos laticiferos),
podem ter contribuido para essa variacdo na detec¢do. Diante disso, trabalhos
futuros que busquem a padronizacéo da coleta podem eliminar essas variacdes
e trazer maior robustez aos resultados encontrados neste trabalho.

Para as amostras herborizadas, de plantas consideradas assintomatico
para meleira (HA), somente uma repeticdo amplificou PMeV no tempo T5
(Tabela 2, Figura 5). As demais ndo amplificaram nenhum dos dois virus no
tempo T5 (Tabela 2, Figura 5). No tempo T10, uma repeticdo amplificou, os virus
PMeV e PMeV2 (Tabela 2, Figura 5). As demais repeticbes de T10 nédo
amplificaram os virus (Tabela 2, Figura 5). Ja no tempo T20, duas repeticdes
amplificaram PMeV, e uma amplificou PMeV2 (Tabela 2, Figura 5).

No maior tempo de herborizacéo (T40), as trés repeticdes amplificaram
o0 PMeV e PMeV2 (Tabela 2, Figura 5). Semelhante ao ocorrido com o grupo
assintomatico armazenado em ultrafreezer, houve uma variacdo entre as
repeticdes, mas a tendéncia dos resultados mostra eficiéncia do tempo de
herborizacdo para preservar o virus.

O grupo sintomético para meleira armazenado por herborizacdo (HM),
no tempo T5 duas amostras amplificaram PMeV e uma amplificou PMeV2
(Tabela 2, Figura 5). No tempo T10, duas amostras amplificaram PMeV e
nenhuma amplificou PMeV2 (Tabela 2, Figura 5). Para o tempo T20, todas as
repeticbes amplificaram PMeV, mas somente uma amplificou PMeV2 (Tabela 2,
Figura 5). No tempo 40, todas as repeticbes amplificaram PMeV e PMeV2
(Tabela 2, Figura 5).

Mesmo diante da variacdo dos resultados entre as repeticbes, 0s
resultados mostram que o método de herborizagédo pode vir a ser uma alternativa
para preservar o virus e posteriores avalia¢cdes. Trabalhos feitos com amostras
herborizadas de outros patossistemas, detectaram a presenca de virus (Hartung
et al., 2015; Knierim; Tsai; Kenyon, 2013; Malmstrom et al., 2007; Melzer et al.,
2013; Rieux et al., 2021), vindo de encontro com os resultados encontrados no
presente trabalho e corroborando para a eficacia do método na preservacao do
virus nos tecidos do hospedeiro para identificacdo posterior. E valido destacar
gue em todas as repeticdes de todos os tratamentos o0 PMeV2 so foi detectado

onde existia a presenca do PMeV. Em nenhuma das amostras houve
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amplificacdo do PMeV2 sem ter ocorrido a amplificacdo do PMeV, confirmando
a interacdo dos virus e a dependéncia de PMeV2 ao PMeV, conforme ja
observado por Antunes et al. (2020).

Com os resultados encontrados na analise molecular, levantou-se a
hipotese dos virus ficarem também nas nervuras da planta. Para testa-la, foram
feitas analises moleculares das amostras herborizadas sintomaticas nos tempos
T10 e T40, com e sem nervura, para ver o comportamento no inicio e no final
dos tempos de herborizacéo.

No tempo T10, nenhuma amostra amplificou os virus, tanto com nervura,
guanto sem nervura (Tabela 2, Figuras 6). Ja no tempo 40, houve amplificacédo
nas amostras com e sem nervura para PMeV (Tabela 2, Figura 6), enquanto
PMeV2 nédo amplificou (Tabela 2, Figura 6). Diante disso, pode-se entender que
0S virus estdo presentes também nas nervuras das plantas, visto que os
laticiferos s@o encontrados de forma articulada entre os tecidos vegetais das

plantas de Carica papaya (Mérchan-Gaitan et al., 2024).

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

650 pb

850 pb

Figura 6. Eletroforese dos produtos de PCR do PMeV (650 pb) e PMeV2 (850 pb) em triplicata
das amostras com e sem nervura. SN — Amostra herbario sem nervura; CN — Amostra herbério
com nervura. 1 — Marcador molecular; 2 — negativo cDNA (-cDNA); 3 — negative PCR (-PCR); 4,
5,6 — SN10; 7, 8, 9 — CN10; 10, 11,12 — SN40; 13, 14, 15 — CN40; 16 — positivo PCR (+PCR);
17 — negative da extracao.



38

Diante dos resultados expostos, torna-se possivel provar que a técnica
de herbarizagcéo pode ser aplicada para estudos futuros do material viral. Fraile
et al. (1997) encontrou em amostras armazenadas em um periodo de 73 anos a
presenca de TMV e TMGVM. Além do mais, a herbarizagdo também pode ser
aplicada para avaliar o grau de evolucédo do virus. BYDVs e CYDVs foram
encontrados em folhas de cevada para avaliacdo ancestral, podendo ser
identificado semelhanca funcional entre cepas virais PAV, MAV e RPV que foram
identificadas em gramineas (Malmstrom et al., 1917).

Guy (2013) e Bieker et al. (2020) observaram a presenca de PLMVd de
espécimes de pessegueiro coletadas em 1956 e RuFDV em A. artemisiifolia,
respectivamente. Petrzik et al. (2016) também identificou CaMV em amostras
herbarizadas desde 1952. Também foi possivel identificar e realizar a
reconstrucao evolutivas do virus ACMV gque infecta a planta da mandioca. Assim,
a técnica de herbarizacdo pode contribuir a entender a evolugdo genética de
diversos virus, inclusive da meleira do mamoeiro (PMeV e PMeV2). O virus da
meleira pode ser encontrado no Brasil, Equador, México e Australia (Antunes et
al., 2016). A aplicacdo da técnica empregada no trabalho pode contribuir em
trabalhos de genética do virus da meleira no Brasil e em nivel internacional,
auxiliando a compreender a sua epidemiologia e formas de controle da doenca

nos campos de C. papaya.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos foram inéditos ao confirmar que foi possivel fazer
a deteccdo dos virus associados a meleira (PMeV e PMeV 2), em amostras de
folhas herbarizadas e armazenadas por um periodo de até 40 dias apds a coleta
no campo. Estes resultados viabilizam a recomendacéo da herbarizacdo como
um novo procedimento para a preservagao e armazenamento das amostras de
folhas para diagndstico molecular da meleira do mamoeiro, em substituicdo ao
armazenamento imediato das amostras em N liquido e transporte rapido para o
laboratorio, sendo uma alternativa de baixo custo e facil execucédo, no transporte
de amostras para os laboratoérios de fitopatologia. Torna-se evidente também, a
necessidade de padronizacdo na coleta das folhas e sua posi¢cdo na planta e a
coleta dos tecidos do limbo para as extracdes do RNA dos virus.
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APENDICE

Herborizacao e diagndstico molecular do PMeV e PMeV2

1 — Coleta das folhas: As folhas de plantas de Carica papaya devem ser
coletadas observando os sintomas visuais para a doenca da meleira do
mamoeiro. Deve-se utilizer estiletes descartaveis, a fim de evitar contaminacao
cruzada.

2 — Transporte: As folhas devem ser transportadas em recipient hermético
(isopor) contendo gelo, gelo seco ou packs gel congelados e mantidas sob
refrigeracdo até o momento da herborizacéo;

2 — Herborizagédo das folhas: O processo de herborizagdo deve ser realizado
conforme estabelecido na Figura 4 deste document por um periodo de 50 dias,
com o preceito de se obter folhas herbarizadas.

3 — Tratamento das amostras para diagnésticos: Regides da folha devem ser
retiradas visando homogeneidade da amostragem.

4 — Diagnoéstico molecular: O processamento da amostras seguem 0sS
pressupostos estabelecidos neste document de dissertacdo e estudos pré-
estabelecidos pelo Laboratério de Biotecnologia Aplicada ao Agronecégico
(LBAA).



