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RESUMO

Sequenciamento parcial do virus da pinta verde do maracujazeiro (Passion fruit green spot
virus-PFGSV), desenvolvimento de métodos para sua deteccdo e estudos sobre sua
variabilidade genética

A cultura do maracujazeiro tem sido afetada por um grande nimero de pragas e doencas,
que exigem dedicacdo e esforcos urgentes, no sentido de minimizar as perdas e evitar sua
disseminacdo. O virus da pinta verde do maracujazeiro (PVM) (Passion fruit green spot virus —
PFGSV) caracteriza-se por induzir a formacdo de pequenas manchas verdes em frutos e em
folhas, e lesbGes necroticas em ramos. Exames de seccles ultrafinas de tecidos infectados ao
microscopio eletrdnico de transmissdo consistentemente revelam a presenca de particulas
baciliformes em cisternas do reticulo endoplasmético e viroplasma denso no citoplasma. Os
efeitos citopaticos encontrados, a relacdo com o acaro vetor, Brevipalpus phoenicis, e a
comparagao com outros virus transmitidos por Brevipalpus (VTB), como o da leprose dos citros,
classifica o virus como sendo do tipo citoplasmatico. Seu relato inicial deu-se ha cerca de 10 anos
em Vera Cruz-SP, mas em 1994 foi relatada uma doenca no Estado da Bahia chamada de
definhamento precoce do maracujazeiro (DPM), que apresenta sintomas, efeitos citopaticos e
vetor semelhantes ao da pinta verde, tendo sido sugerida a possibilidade de serem duas
denominacdes para uma mesma doenca. Atualmente a PVM/DPM encontra-se em varios outros
Estados como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sergipe, Rondbnia, Maranhdo, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Para, além do Distrito Federal. Sua diagnose ainda depende dos sintomas observados,
infestacdo por acaros Brevipalpus e microscopia eletrdnica. Para se desenvolver um método de
diagnose molecular, que permita detectar o virus causador da PVM/DPM de maneira rapida e
confiavel, em grande nimero de amostras, foi feita uma Biblioteca de cDNA a partir do RNA
dupla fita do virus, extraido de tecidos sintomaticos de maracujazeiros infectados com um isolado
do PFGSV encontrado em Limeira-SP. Com 0 sequenciamento parcial do genoma viral, foram
desenhados primers especificos que amplificam partes dos genes putativos da p24 e aqueles que
codificam a proteina de movimento (MP) e a Replicase (Rep) de diferentes isolados do PFGSV.
Primers do PFGSV e de dois outros VTBs do tipo citoplasméatico (VTB-C) para 0s quais se
dispde de primers para sua deteccdo por RT-PCR (virus da leprose dos citros C - CiLV-C;
mancha anelar de Solanum violaefolium - SvRSV) foram testados em reacdes homodlogas e
heter6logas. Ocorreram amplificagcdes por RT-PCR gerando fragmentos de tamanho esperados
apenas para 0s virus homologos, mas ndo nas reacdes heterdlogas, indicando que PFGSV deve
diferir do CiLV-C e SvRSV. Assim, tem-se agora uma ferramenta molecular que detecta
especificamente o PFGSV. Um estudo inicial sobre a variabilidade genética do PFGSV foi feito a
partir da extracdo do RNA total, seguido de RT-PCR utilizando os primers especificos,
purificacdo dos fragmentos obtidos e uso da técnica de “Single Strand Conformational
Polymorphism” (SSCP). Foram analisados isolados procedentes de diferentes regides brasileiras
e em geral a variabilidade foi maior para as amostras do Estado de S&o Paulo. Logrou-se
transmitir experimentalmente 0 PFGSV com acaros para uma espécie silvestre de maracuja
(Passiflora morifolia).

Palavras-chave: PFGSV, RT-PCR, Diversidade genética, SSCP, Brevipalpus sp.
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ABSTRACT

Partial sequencing of the Passion fruit green spot virus (PFGSV), development of methods
for the molecular detection and evaluation of the genetic variability of this virus

In Brazil, passion fruits are affected by several diseases and pests which affect their yield.
Among them, a recently recognized viral disease, caused by Passion fruit green spot virus
(PFGSV), is characterized by the presence of green spots on fruits and senescent leaves, and
necrotic lesions on branches. When the infection is early, stem lesions may coalesce, girdling the
branch resulting in the subsequent death of the plant. Electron microscopic examination of the
thin sections of infected tissues revealed the presence of short, bacilliform particles in the cistern
of the endoplasmic reticulum and dense, vacuolated viroplasma in the cytoplasm. The disease
was shown to be transmitted by the mite Brevipalpus phoenicis (Acari: Tenuipalpidae). The
localized symptoms, transmission by Brevipalpus mite and the observed cytopathic effect are
considered evidences to demonstrate the viral nature of the disease and place it among the so-
called cytoplasmic type of Brevipalpus-transmitted viruses (C-BTV), whose prototype is the
Citrus leprosis virus C (CiLV-C). Though the first report of the disease occurred more than 10
years ago at Vera Cruz-SP, little is known about PFGSV, though it has been found in several
passion flower growing areas in Brazil. In 1994 was report a disease named of DPM
(“definhamento precoce do maracujazeiro”) was reported state of Bahia, with characteristics
similar to that of the PVM and it has been suggested that DPM and PVM are the same disease.
Subsequently the PVM/DPM has been found in several others Brazilian States as Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sergipe, Ronddnia, Maranhdo, Rio Grande do Norte, Paraiba, Para and Distrito
Federal. Diagnosis has been made by symptoms, association with Brevipalpus mites and the time
consuming transmission electron microscopy. This work reports the results of efforts to generate
a quick and precise method to detect the virus for the diagnosis of the disease, evaluate the
variability of the PFGSV isolates from different regions of the country and determine the
taxonomic position of this virus. From the dsRNA present in extracts of the PFGSV-infected
passion flower plant tissues, a cDNA library was obtained and its sequencing permitted to
identify part of the viral genome. Based on these sequences, particularly of p24 and the putative
genes that code for the movement protein (MP) and replicase (Rep), specific primers were
designed which specifically detected PFGSV by RT-PCR in extracts of PFGSV-infected tissues.
Evaluation of the variability of different isolates of PFGSV was made by single strand
conformational polymorphism (SSCP) of the amplified fragments of the viral genome. In general,
it a larger variation was found in isolates from S&o Paulo state. PFGSV seems to differ from two
other C-BTV with available primers, CiLV-C and the Solanum violaefolium ringspot virus
(SVRSV), since RT-PCR assays do not cross amplify their genomes. Experimental transmission
of PFGSV by mites to woodland passion flower (Passiflora morifolia) was achieved.

Keywords: PFGSV, RT-PCR, Genetic diversity, SSCP, Brevipalpus sp.
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1 INTRODUCAO

Maracujazeiros sdo plantas da familia Passifloraceae, sendo cultivadas para producdo de
frutos, fins ornamentais e produtos farmacoldgicos. O tipo mais cultivado é o amarelo (Passiflora
edulis Deg. f. flavicarpa Sims.) cujo fruto é utilizado para produzir suco e polpa, sendo também
conhecido pelo seu ativo calmante. Em menor escala sdo também cultivados o maracuja-roxo
(Passiflora edulis f. edulis), também para suco, e o maracujad doce (Passiflora alata), que é
consumido ao natural.

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja, principalmente o amarelo, tendo
produzido em 2008, 684.376 toneladas (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA-IBGE, 2009). Esta producio destina-se tanto ao mercado in natura como ao
processamento para produgdo de suco concentrado. Embora presente em todas as regifes, o
destaque é a Bahia, o principal produtor com 275.445 t produzidas em 2008, seguidas por
Espirito Santo, Sergipe, Minas Gerais e Sdo Paulo (IBGE, 2009).

Dentre as principais enfermidades da cultura encontra-se a pinta verde do maracujazeiro,
que foi relatada pela primeira vez no municipio de Vera Cruz-SP (KITAJIMA et al., 1997)
causando sérios prejuizos as plantacdes. Seu nome deriva de manchas verdes nos frutos amarelos
e nos danos causados por lesdes nas hastes que coalescem, anelam os ramos e resultam na morte
prematura da planta. Constatou-se que € disseminado pelo acaro Brevipalpus phoenicis Geijskes
(Acari: Tenuipalpidae) e o combate ao vetor tem sido a melhor estratégia de controle desta
virose. Uma enfermidade de caracteristicas similares havia sido relatada na Bahia desde 1994 e
denominada definhamento precoce do maracujazeiro (DPM) (SANTOS FILHO;
NASCIMENTO, 1994). Devido as similaridades encontradas entre a PVM e DPM foi sugerida a
possibilidade de serem duas denominagfes para uma mesma doenga. Atualmente a PVM/DPM
encontra-se disseminada em varios outros Estados como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sergipe,
Rondbnia, Maranhdo, Rio Grande do Norte, Paraiba e Para, além do Distrito Federal.
(KITAJIMA et al., 2003; MORAES et al., 2006).

A extracdo e deteccdo de moléculas de RNA dupla fita (dASRNA) presentes em lesdes
foliares de laranjeiras infectadas pelo Citrus leprosis virus C (CiLV-C) permitiu a caracteriza¢ao
de seu genoma (LOCALI-FABRIS et al., 2006; PASCON et al., 2006), e o desenvolvimento de

sistemas de diagnose molecular da doenca (LOCALI et al., 2003). Estratégia similar foi utilizada



16

com outros virus transmitidos por acaros Brevipalpus do tipo citoplasmaticos (VTB-C), como o
da mancha anular do Solanum violaefolium (Solanum violaefolium ringspot virus — SVRSV), do
qual se conseguiu sequéncia parcial do genoma (FERREIRA et al., 2007).

Este trabalho teve como objetivo ampliar os conhecimentos sobre PFGSV através da
obtencdo de sequéncias parciais do virus, desenvolvimento de um método répido, confidvel e
especifico para a deteccdo do PFGSV e a diagnose da doenca, determinacdo da relacdo — se
existente — entre os agentes causais da pinta verde e do definhamento precoce do maracujazeiro,
prospeccdo inicial sobre a variabilidade genética do PFGSV pela técnica de SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism), obtencdo de subsidios para determinar se 0 PFGSV pode ser
considerado um membro do recém-criado género Cilevirus e ampliar o conhecimento sobre

VTBs-C a fim de estabelecer possiveis relacfes entre eles.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do Maracujazeiro

O Brasil é um dos principais centros de origem de espécies do género Passiflora,
apresentando um grande potencial para selecdo de plantas que possam ser utilizadas, direta ou
indiretamente, com o intuito de atender os mercados de fruta fresca, suco concentrado e também
explorar o uso dessas plantas como ornamentais e medicinais (LEONEL; SAMPAIO, 2007).

O género botanico Passiflora é composto, em sua maioria, de trepadeiras, algumas poucas
especies sdo herbaceas ou lenhosas, de hastes cilindricas ou quadrangulares, angulosas,
suberificadas, glabras ou pilosas (KILLIP, 1938), e algumas séo arbustos. Existem cerca de 420
espécies de Passifloraceas na natureza e, no Brasil, cerca de 150 delas, sendo que
aproximadamente 60 sdo comestiveis. Apenas duas espécies no momento, sdo aproveitadas
comercialmente no pais: 0 amarelo ou azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa) e o doce (P. alata).
Esse género é espontaneo nas zonas tropicais e subtropicais da América, é originario da América
do Sul e tem no Centro-Norte do Brasil o maior centro de distribuicdo geografica (BRIGNANI
NETO, 2002).

O maracujazeiro tem grande importancia pelo valor decorativo de suas flores (Figura 1),
pelas qualidades gustativas de seus sucos e pelas qualidades farmacodinamicas e alimentares de
seu suco, cascas e sementes (MANICA, 1981).

O maracuja de uso comercial é redondo ou ovéide, amarelo ou parpura-escuro quando
estd maduro, e tem uma grande quantidade de sementes no seu interior (COMPANHIA DE
ENTREPOSTO E ARMAZENS GERAIS DE SAO PAULO-CEAGESP, 2001). E um fruto
carnoso, do tipo baga com tamanho e forma variada e que apresenta sementes com arilo carnoso
(FIGUEIREDO et al., 1988).

A flor do maracuja é polinizada por um inseto conhecido como mamangava, uma espécie

de abelha que pode viver solitaria ou em sociedade, tem tamanho grande e muitos pelos.
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Foto: Helton Sansdo-Registro/MG Foto: Cortesia Dra. Juliana F. Astlia (Embrapa Mandioca e
(URL.: br.olhares.com/sansao) Fruticultura e Centro de Citricultura Sylvio Moreira-IAC)

Figura 1 — Diferentes flores de maracujazeiro.

O maracuja, famoso por seu ativo calmante, € rico em vitaminas do complexo B e sais
minerais, como calcio, ferro e fosforo, além de fibras, que quando ingerido, d4 ao organismo
betacaroteno, que é transformado em vitaminas A, C, B2 e B3. Além disso, também contém uma
substancia chamada passiflorina ou maracujina, que tem propriedades sedativas, mas ndo €
prejudicial a satde, pois ndo causa dependéncia. Cada 100 mL de suco contém, em média, 53
calorias, variando conforme a espécie utilizada (BALBACK ; BOARIM, 1993).

Seu uso principal esta na alimentacdo humana, seus frutos, com sabor bastante forte e
elevados teores de acidez (RUGGIERO, 1998, p. 175), sdo consumidos principalmente na forma
in natura, sendo utilizados no preparo de sucos, doces, geléias, sorvetes e licores. Mas 0 suco do
maracuja industrializado vem ganhando espaco no mercado do consumidor brasileiro. Sao
aproximadamente 8,5% do volume de sucos prontos consumidos em todo pais (COSTA;
COSTA, 2005).

2.2 A producdo do maracuja

O Brasil, devido a sua extensao territorial e diversidade climatica, possui condigdes para a
producéo de frutas de clima temperado e, principalmente, de clima tropical. No entanto, embora
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seja 0 maior produtor mundial de maracuja, tem uma participacdo pequena no mercado
internacional. Um dos principais fatores que contribuem para essa situacdo sdo 0s problemas
fitossanitarios que a cultura apresenta (BRIGNANI NETO, 2002).

O maracujazeiro hospeda uma grande diversidade de insetos e acaros. Algumas espécies
podem causar injurias capazes de provocar danos econdmicos, por reduzir a producao de frutos e
até mesmo levar a morte. Algumas sdo esporadicas e outras ocorrem em niveis baixos, ndo
requerendo a adocdo de medidas de controle. Do ponto de vista econbémico, poucas sao
consideradas pragas (LEONEL; SAMPAIOQO, 2007).

As principais espécies que atacam 0 maracujazeiro sdo o acaro da leprose, Brevipalpus
phoenicis, o acaro branco, Pluphagotarsonemus latus e os acaros tetraniquideos, Tetranychus
mexicanus e T. desertorum. Estes &caros localizam-se na face abaxial das folhas, onde sugam a
seiva, causando desordem fisioldgica pelas toxinas injetadas nos tecidos, provocando ma
formagéo, amarelecimento e morte das folhas (LEONEL; SAMPAIO, 2007, p. 85). O controle,
segundo S&o José (1993) e efetuado quando verificado danos em niveis econdmicos, utilizando
acaricidas especificos como propargite 720 CE a 0,1% ou hexythiazox PM a 0,003% ou ainda
abamectin 18 CE a 0,02% (RUGGIERO, 1998 p. 199).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja. Das cerca de 600 espécies de
Passiflora, P. edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo), P. edulis f. edulis (maracuja roxo) e P.
alata (maracuja doce) sdo responsaveis por 95% da area plantada no Brasil, o maior produtor
mundial da fruta com 684.376 toneladas produzidas em 2008 (IBGE, 2009). Dentre os estados
brasileiros, o destaque é a Bahia, o principal produtor com 275.445 t produzidas em 2008,
seguido por Espirito Santo, Sergipe, Minas Gerais e Sdo Paulo (IBGE, 2009). Vinte e seis
estados do Brasil produzem maracuja, sendo que dez deles detém mais que 40% do volume de
producdo (CEAGESP, 2001). Sdo aproximadamente 36,5 mil ha plantados (FNP, 2007).

As exportacdes sdo prejudicadas pelas tarifas de importacdo e também pelas barreiras
fitossanitarias, sendo necessario um programa de comercializacdo, além da padronizagcdo das
frutas quanto ao aspecto, sabor, coloracdo, formato e uniformidade de tamanho (P1ZZOL et al.,
2000).

Uma vantagem da cultura do maracuja, do ponto de vista social, € que em geral a
producdo ocorre em pequenas propriedades, a maioria no contexto de agricultura familiar
(NOGUEIRA et al., 2007).
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Segundo Pimentel et al., (2009), o maracujazeiro é uma atividade atrativa e viavel; a
producéo visa exclusivamente o mercado industrial, em 1 ou 5 ha, sendo somente viavel do ponto
de vista operacional se houverem mais produtores envolvidos na atividade, apoiado por contrato
de fidelidade com a inddstria, a fim de gerar volume de producdo compativel com a demanda
industrial.

A cadeia produtiva do maracuja tem apresentado importancia crescente na economia
brasileira, criando empregos nos meios rurais e urbanos e gerando divisas por meio das
exportacdes de suco. Os mercados de suco e de fruta fresca tém crescido e a produgdo, embora
estagnada nos Gltimos anos, é consideravelmente maior a das décadas anteriores (BRUCKNER;
PICANCO, 2001).

A cultura do maracujazeiro-azedo no Brasil evoluiu significativamente nos Gltimos anos,
porém, para a expansdo do mercado internacional da fruta in natura € necessario abrir espaco
para outros cultivos, como 0 maracuja-roxo e o doce, pois estes apresentam boa aceitacdo pelos
consumidores europeus, norte-americanos e canadenses, e sua comercializacdo tem crescido de
forma expressiva nos altimos anos (LEONEL; SAMPAIO, 2007).

2.3 Virus transmitidos por Brevipalpus (VTB)

O primeiro relato do envolvimento dos acaros tenuipalpideos Brevipalpus sp. (Figura 2)
com enfermidades virais de planta foi feito na Argentina com a leprose dos citros (FREZZI,
1940) e, pouco depois, com a “lepra explosiva” do ligustro (VERGANI, 1942). Demonstrou-se
posteriormente também a associacéo destes acaros com a mancha anular do cafeeiro (CHAGAS,
1972). Somente na década de 1990 demonstrou-se que outras viroses como a pinta verde do
maracujazeiro (KITAJIMA et al., 1997) e a mancha das orquideas (Orchid fleck) (MAEDA et
al., 1998) eram transmitidas por acaros desse género. Desde entdo, um grande numero de casos
de associacdo de Brevipalpus com virus de plantas, principalmente em ornamentais, foram
relatados (KITAJIMA et al., 2003).

Uma das caracteristicas destes virus transmitidos ou associados aos acaros Brevipalpus é a
de sua infeccdo resultar em lesdes localizadas (mancha clorética, anelar, necrética etc.) sem se
tornar sistémica. Estudos ultraestruturais indicam que ha dois tipos de VTBs, o nuclear (VTB-N)

e o citoplasmatico (VTB-C) (KITAJIMA et al., 2003). A diagnose das doencas causadas por eles
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tem sido feita pelos sintomas observados (lesdes localizadas), presenca de acaros Brevipalpus
(em alguns casos a demonstracdo da transmissdo do virus pelo acaro) e deteccdo dos efeitos

citopaticos caracteristicos por Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET).

Figura 2 — Aspecto de uma colbnia de acaros Brevipalpus phoenicis, (Foto: cortesia Dra.Valdenice M. Novelli,
Centro de Citricultura Sylvio Moreira-lIAC)

Os VTB-N apresentam particulas em forma de bastonetes curtos (40 nm x 100 nm),
presentes no nucleo ou citoplasma das células, comumente associadas perpendicularmente as
membranas nucleares e ao reticulo endoplasmatico. Frequentemente formam configuracdes
conhecidas como “roda de carroga”, nas quais as membranas ficam arranjadas em circulos e 0s
virions organizados radialmente (KITAJIMA et al., 2003). A principal caracteristica destes virus
é a formacdo de um viroplasma eletron-transparente localizado no ndcleo da célula hospedeira
(KITAJIMA et al., 2003). Os virus do tipo nuclear foram encontrados pela primeira vez em
orquideas infectadas pelo virus da mancha da orquidea (Orchid fleck virus — OFV) (DOI et al.,
1969, 1977; KITAJIMA et al., 1974a, 2003) e depois, em alguns isolados dos virus da leprose
dos citros do tipo nuclear (Citrus leprosis virus nuclear type — CiLV-N), da mancha anular do
cafeeiro (Coffee ringspot virus — CoRSV), da mancha clorética do Clerodendrum (Clerodendrum
ringspot virus — CIRSV), da mancha clorética do Solanum violaefolium (Solanum violaefolium

chlorotic spot virus — SvCSV), da mancha clorotica do Hibiscus (Hibiscus chlorotic spot virus —
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HCSV), da mancha anular do Malvaviscus (Malvaviscus ringspot virus — MRSV), entre outros
(KITAJIMA et al., 2003).

Os VTB-C apresentam particulas curtas, baciliformes e envoltas por membranas (50-60
nm x 110-120 nm), encontradas isoladas ou agrupadas em cisternas do reticulo endoplasmatico.
Nas células infectadas, pode-se observar uma inclusdo densa no citoplasma conhecida como
viroplasma. O tipo citoplasmatico foi encontrado pela primeira vez na Argentina, em amostras de
folhas afetadas pela “lepra explosiva”, e identificadas como um isolado do CiLV (KITAJIMA et
al., 1974b). Em seguida, a maioria dos isolados brasileiros do CiLV encontrados tem sido
classificados como do tipo citoplasmatico CiLV-C (COLARICCIO et al., 1995; RODRIGUES et
al., 2003; LOCALI-FABRIS et al., 2008). Fazem parte deste grupo, além do CiLV-C, outros
virus como 0 PFGSV (KITAJIMA et al., 2003), o SVYRSV (FERREIRA et al., 2007), o da mancha
verde do Hibiscus (Hibiscus green spot virus — HibGSV) (KITAJIMA et al., 1999a), o da mancha
anular do Ligustrum (Ligustrum ringspot virus — LigRSV) (VERGANI, 1942; RODRIGUES et
al., 1995b), mancha anular de Schefflera (Schefflera ringspot virus — SchefRSV) (KITAJIMA et
al., 1999b), o da mancha anular do manaca (Brunfelsia ringspot virus — BrRSV) (NOGUEIRA et
al., 2001), entre outros.

Os virions, tanto dos VTB-N quanto dos VTB-C, guardam certas semelhancas com o0s
rhabdovirus e, enquanto informacgdes sobre seus genomas ndo estavam disponiveis, eles foram
tentativamente considerados possiveis membros da familia Rhabdoviridae. Além da morfologia
baciliforme, havia a similaridade no fato de os rhabdovirus de plantas serem enquadrados em dois
géneros, Nucleorhabdovirus e Cytorhabdovirus, de acordo com o local da sua replicacéo
(WALKER et al., 2000).

De fato, o OFV, primeiro VTB a ser caracterizado molecularmente, possui genoma
composto de RNA de sentido negativo, porém ele é bipartido, sendo que cada fita de RNA
apresenta cerca de 6.000 nucleotideos (KONDO et al., 2006). O sequenciamento completo do
genoma do OFV, um VTB-N, evidenciou similaridade ndo apenas com sequéncias, mas também,
com a estrutura gendmica de nucleorhabdovirus. No entanto, como o OFV tem genoma bipartido,
enquanto os rhabdovirus tém genomas monopartidos, 0s autores propuseram ser este 0 membro
tipo de um novo género dentro da familia Rhabdoviridae, denominado Dichorhabdovirus
(KONDO et al., 2006). Hoje ha informacdes sobre parte do genoma de outros VTB-N, como
CoRSV (LOCALLI et al., 2005) e CICSV (KUBO et al., 2007). As sequéncias conhecidas
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apresentam similaridade com aquelas do OFV, além desses virus apresentarem genomas
bipartidos e estrutura genémica aparentemente similar, e, consequentemente, é possivel que eles
sejam também incluidos entre os Dichorhabdovirus.

No entanto, com o sequenciamento parcial (LOCALLI et al., 2003) e completo (LOCALI-
FABRIS et al., 2006; PASCON et al., 2006) do genoma do CiLV-C revelou-se que seu genoma €
distinto dos demais rhabdovirus, ndo apenas em sequéncias de nucleotideos e aminoacidos
deduzidos, mas também em aspectos estruturais e organizacionais. Constitui-se também de dois
segmentos de RNA de fita simples (SSRNA), mas de senso positivo, tendo sido sugerida a criagdo
de um novo género, o Cilevirus, para comporta-lo (LOCALI-FABRIS et al., 2006). Outro VTB-
C, SVRSV, tem parte do seu genoma conhecido e apresenta similaridade com o CiLV-C
(FERREIRA et al., 2007), o que sugere que talvez ele também seja um Cilevirus.

Outro aspecto que mostra as diferencas entre Dichorhabdovirus e Cilevirus é o tipo de
relacdo virus/acaro vetor. Estudos ultraestruturais indicam que acaros viruliferos para VTB-N
(OFV, CoRSV, CICSV, CiLV-N e SvCSV) apresentam em suas células o mesmo padrao
citopatico exibido pelas células das plantas infectadas, indicando que ocorreria replicacdo do
virus nos tecidos do acaro (KITAJIMA et al., 2008). Em contrapartida, virions do CiLV-C foram
detectados nos tecidos do &caro vetor entre membranas de células vizinhas na regido prossomal
notando-se também a auséncia de viroplasma. Estes fatos sugerem que a relagédo virus/vetor no
caso do CiLV-C seria apenas do tipo circulativo, sem ocorrer replicacdo. A hipétese recebe
reforcos em ensaios de RT-qPCR e também pelo fato de larvas do &caro serem capazes de
transmitir o virus, mesmo com um periodo curto de alimentacdo de aquisi¢cdo e inoculacdo
(KITAJIMA et al., 2008).

2.4 Pinta verde do maracujazeiro (Passion fruit green spot virus-PFGSV)

Os frutos infectados com o PFGSV apresentam manchas circulares verdes. Nas folhas
verdes ndo se véem sintomas, exceto quando elas entram em senescéncia, quando podem se
notar manchas irregulares verdes geralmente acompanhando as nervuras. H& lesdes clordticas
nos ramos que evoluem para necréticas e quando numerosas confluem, causando anelamento e a
consequente morte da planta. Com o amadurecimento das folhas, ha intenso desfolhamento, o

que também leva a diminuicdo da vida util das plantas (MORAES et al., 2006). Por outro lado,
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no estado da Bahia, atualmente o maior produtor de maracuja, descreveu-se em 1994 uma
enfermidade referida como definhamento precoce, de etiologia desconhecida, e cujos sintomas
se assemelhava ao da pinta verde (SANTOS FILHO; NASCIMENTO, 1994).

Estudos iniciais com material coletado em Vera Cruz-SP, revelaram que a pinta verde
seria causada por um VTB-C, ap0s observar associacdo entre a incidéncia da moléstia e
infestacdo dos pomares pelo &caro B. phoenicis. Exames das areas verdes em frutos e folhas
senescentes e das lesdes dos ramos ao MET revelaram efeitos citopaticos similares aos
observados para o CiLV-C. Ensaios de transmissdo infestando maracujazeiros sadios com &caros
coletados de plantas afetadas confirmaram tratar-se de um VTB que foi designado de pinta verde
do maracujazeiro (Passion fruit green spot virus — PFGSV) (KITAJIMA et al., 1997).

O controle do acaro vetor com acaricidas quando sua populacéo atingia certo limiar teve
sucesso e a enfermidade praticamente desapareceu na regido. Amostras com sintomas de DPM da
Bahia foram posteriormente analisadas por MET tendo sido também detectado VTB-C (SANTOS
FILHO et al., 1999), indicando que esta enfermidade poderia ser causada por um isolado do
PFGSV. No entanto, ainda faltava a confirmacdo de que as doencas seriam causadas por esse
patogeno.

A Unica informagdo molecular que se tinha acerca do PFGSV foi obtida atraves da
extracao de seu dsRNA e diz respeito a segmentacdo de seu genoma que, como o do CiLV-C, é
bipartido, com aproximadamente 5 e 9 Kb (FREITAS-ASTUA; LOCALI; ANTONIOLI-
LUIZON; MACHADO, dados nao publicados). A presenca do dsRNA vem sendo muito
utilizada como indicativo de infeccdo viral e para diagnose de muitas enfermidades causadas por
fitovirus (DODDS et al., 1984; VALVERDE et al., 1990). Esta molécula estd normalmente
relacionada com uma fase intermediaria da replicacdo de virus cujo genoma € constituido de
SSRNA.

O DPM, foi detectado em 1994 na regido de Nova Soure-BA (SANTOS FILHO;
NASCIMENTO, 1994) em plantacGes de maracuja, causando um grande numero de lesbes
necréticas nos caules e ramos, que secam totalmente, causando a morte da planta. Estudos
recentes mostraram que, de maneira similar ao PFGSV, o agente causal do definhamento precoce
é um virus baciliforme transmitido por acaros do género Brevipalpus (SANTOS FILHO et al.,
1999). Braganca et al. (2006) transmitiram o definhamento precoce por acaros do género

Brevipalpus e mecanicamente de maracuja para maracuja.
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A natureza etiologica da PVM somente foi comprovada por meio de testes de transmissédo
com B. phoenicis. As tentativas de transmissdo mecanica e com acaros para plantas citricas e
herbaceas sensiveis ao CiLV tiveram resultado negativo, indicando que os agentes da pinta verde
e leprose dos citros sdo distintos (KITAJIMA et al., 1997).

Tanto a pinta verde quanto o definhamento precoce estdo sempre associados a infestacdo
com acaros B. phoenicis, um tenuipalpideo cosmopolita e polifago com ampla gama de
hospedeiros alternativos, os quais podem manter e/ou incrementar suas populacdes.

Atualmente a PVM/DPM encontra-se em varios outros Estados como Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Sergipe, Rondbnia, Maranhdo, Rio Grande do Norte, Paraiba e Para, além do Distrito
Federal (SANTOS FILHO et al., 1997; KITAJIMA et al., 1997; MORAES et al.; 2006).

As informacgGes sobre os efeitos citopaticos observados em MET, a associagdo com o
acaro vetor e os sintomas observados indicam que o DPM e a PVM sdo na realidade, a mesma
doenca, que receberam duas denominagGes, mas sdo causadas pelo mesmo patdgeno, o PFGSV.

2.5 Estudo da variabilidade genética através de ferramentas moleculares

Ferramentas moleculares permitem o estudo da variabilidade genética de virus. Existem
varios métodos para essa finalidade, mas dois deles sdo bastante utilizados em fitovirologia: o
SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) e o sequenciamento de regifes ou de todo o
genoma viral. O sequenciamento, quando factivel, vai revelar a sequéncia de nucleotideos de
parte ou de todo genoma dos isolados e permitir a avaliacdo do grau de diferenca.

Contudo, pode-se ter uma idéia preliminar desta variacao, e que pode ser posteriormente
confirmada pelo sequenciamento, através de ensaios por SSCP. Este método se baseia na
migracdo de duas fitas simples de fragmentos de DNA, apds desnaturacdo parcial de fragmentos
do genoma viral, amplificados por PCR e visualizados por eletroforese em gel de poliacrilamida.
A migracdo dessas duas fitas depende da conformacédo adquirida pelo ssDNA nas condi¢des da
eletroforese e que por sua vez € um reflexo da sequéncia de nucleotideos deste fragmento.
Pequenas diferencas nas sequéncias podem alterar a conformagéo das fitas e, dessa maneira, o
perfil eletroforético permitindo distinguir diferentes isolados, ou em outras palavras, detectar a

variabilidade genética de um dado virus e mesmo projetar a sua filogenia (SOUZA et al., 2001).
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Um exemplo representativo do uso desta técnica foi a avaliacdo da variabilidade do virus
da tristeza dos citros (Citrus tristeza virus — CTV). Rubio et al. (1996) demonstraram a presenca
de 11 haplétipos distintos quando analisaram por SSCP o gene da capa protéica de 17 isolados do
CTV de diferentes localidades. Souza et al. (2002) demonstraram que existe relacdo entre
diferentes regides de cultivo e variabilidade do gene da capa protéica do CTV e Sambade et al.
(2002) utilizaram o SSCP para identificar as estirpes severas desta doenca.

O SSCP também ja foi utilizado com sucesso para o estudo da variabilidade de dois
VTBs, o CiLV-C (LOCALI etal., 2004) e 0 OFV (KUBO et al., 2006b).

Trabalhos de sequenciamento de genomas completos ou dos genes que codificam
proteinas virais tém permitido caracterizar e obter ferramentas que possibilitam a selecdo de
estirpes fracas utilizadas em programas de protecdo cruzada (TARGON et al., 2000), detec¢édo de
regides homologas e preservadas em sitios especificos para avaliagdo mais criteriosa de
classificacdo taxonémica (LING et al., 1997), anélise de sequéncias de proteinas homoblogas
altamente conservadas possibilitando estudos filogenéticos de evolucdo, e obtencdo de
ferramentas para a diagnose de doencas virais (LOCALI et al., 2003).

Uma vez detectadas variag¢Oes entre isolados de um dado virus por SSCP, a origem de tal
variagdo pode ser confirmada através do sequenciamento. Certas anomalias observadas nos
ensaios de SSCP, descritos, por exemplo, em trabalhos feitos com o virus do mosaico do pepino
(Cucumber mosaic virus- CMV) (LIN et al., 2003) e OFV (KUBO et al., 2009) puderam ser
esclarecidas apds o sequenciamento dos fragmentos estudados, quando se verificou que variages
de perfis eletroforéticos notados em repeticdes do mesmo experimento seriam atribuiveis a

mescla de populagdes de isolados em uma mesma hospedeira.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Foram utilizados ramos, folhas e frutos de maracujazeiro sintomatico para PVM/DPM
provenientes do campo das regides de Limeira-SP, Sdo Miguel Arcanjo-SP, Piracicaba-SP,
Atibaia-SP, Araras-SP, Cordeiropolis-SP, Brotas-SP, Vera Cruz-SP, Brasilia e Planaltina-DF e
Bahia-BA. As amostras foram lavadas em agua de torneira, secas em papel toalha e a regides
contendo as lesbes foram cortadas com o auxilio de uma tesoura, previamente desinfetada em
alcool 70% e as lesdes dos ramos foram retiradas com o auxilio de um bisturi, também
desinfetado com alcool 70%. Em seguida, as lesdes foram maceradas em nitrogénio liquido e
mantidas em freezer a -80°C em recipientes fechados. O mesmo procedimento foi utilizado com

as amostras sadias de maracuja para controle negativo.

3.2 Microscopia eletronica de transmisséo

Anaélises dos efeitos citopaticos em tecidos de plantas infectadas pelo PFGSV foram feitas
através de exames de sec¢des ultrafinas ao microscopio eletronico. Para tal, fragmentos de areas
sintomaticas (folhas, frutos, ramos) de plantas de maracujazeiro, de diferentes procedéncias,
natural ou experimentalmente infectadas pelo virus, foram processados como se segue
(KITAJIMA; NOME, 1999): (a) fixagio em uma solugcdo Karnovsky modificada
(paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato 0,1 M, pH 7,2) por um periodo
minimo de 1 hora, seguida por uma pos-fixacdo por OsO, a 1%; (b) desidratacdo em série
crescente de acetona, infiltracdo e emblocamento em resina epoxica de baixa viscosidade Spurr;
(c) deshaste e seccionamento do tecido emblocado em um ultramicrétomo Leica UCT equipado
com navalha de diamante e montagem das sec¢des (70-100 nm) em reticulo de cobre de 100 ou
300 mesh; (d) contrastacdo com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo e exame em um

microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 900 e as imagens registradas digitalmente.
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3.3 Ensaios moleculares

3.3.1 Isolamento do dsRNA

O dsRNA do PFGSV foi isolado das lesdes de plantas infectadas, segundo protocolo
basico que envolve filtragem do extrato com resina CF-11 (LOCALI et al., 2003). Dois gramas
de lesBes foram trituradas com o auxilio de N-liquido até a obtencdo de um pé fino, transferidas
para tubos de centrifuga de 50 mL contendo 7,0 mL de 2x STE (2x STE = 0,05M Tris-Base;
0,1M NacCl; 0,001M EDTA pH 6,8), 7,0 mL de fenol equilibrado, 7,0 mL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1) e 1,6 mL de SDS 20%. A amostra foi agitada vigorosamente por 30 minutos e
centrifugada a 12000 rpm a 4°C por 10 minutos. Apos centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, a concentracdo do etanol foi ajustada para 16% e em seguida, a amostra foi
aplicada em uma coluna contendo CF-11 (Celulose Fibrosa — Whatmam) preparada em 1x STE
contendo 16% de etanol (2g CF-11; 50 mL de 1x STE + 16% etanol). A coluna foi lavada com 80
mL de 1x STE contendo 16% de etanol, e com 5 mL de 1x STE. O dsRNA foi eluido em 20 mL
de 1x STE e em seguida, foi adicionado etanol para uma concentracdo final de 16%. A amostra
foi aplicada em uma segunda coluna como descrito acima, porém, contendo metade do volume da
primeira. O dsRNA foi eluido em 6 mL de 1x STE e precipitado em 0,1 volume de 3 M de
acetato de sédio pH 5,2 e 3 volumes de etanol absoluto, durante 16h a -20°C. O dsRNA foi
coletado por centrifugacdo a 12000 rpm por 25 minutos a 4°C, lavado com etanol 70%, seco em
liofilizador e ressuspendido em 25 pL de agua Milli-Q autoclavada. Uma aliquota do dsRNA foi
analisada em gel de agarose 1% preparado em TAE (0,04M Tris-acetato; 0,001lM EDTA)

contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio. As amostras foram estocadas em freezer a — 20°C.

3.3.2 Purificacdo do dsRNA

O dsRNA do PFGSV foi submetido a dois tratamentos utilizando-se enzimas especificas,
para eliminar possiveis contaminacdes.

O primeiro tratamento foi feito com a enzima Mung Bean Nuclease (Promega), tendo sido
utilizados 220 pL do dsRNA (aproximadamente 5 pg), 25 uL do Buffer 10x MBN e 5 uL da

enzima Mung Bean Nuclease 85U/uL. A reacdo foi incubada a 30°C por 30 minutos. Para
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controle do tratamento foi utilizada uma amostra de sSRNA nas mesmas condicGes e
concentracfes. A digestdo foi avaliada em gel de agarose 1%. Em seguida, o dsRNA digerido
com Mung Bean Nuclease, foi precipitado com um volume de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 3
volumes de etanol absoluto, incubado por 1h a -80°C e centrifugado por 25 minutos a 4°C a
12000 rpm. Foi descartado o sobrenadante, lavado com etanol 70% e centrifugado por 20
minutos a 4°C a 12000 rpm, em seguida, o sobrenadante foi novamente descartado, o “pellet” foi
seco e ressuspendido em 100 pL de &gua milli-Q autoclavada.

O segundo tratamento foi feito com a enzima DNase | — Ampl. Grade (Invitrogen), onde
foram utilizados os 100 uL do volume final do dsRNA da digestdo anterior, 5 uL da enzima
DNase | 1U/uL, 15 pL do Buffer 10x e 30 uL de agua milli-Q autoclavada para um volume final
de 150 uL. A reacdo foi incubada a 25°C por 15 minutos, tendo a reacéo inativada com 1 uL de
EDTA 25 mM por 10 minutos a 65°C. Para controle do tratamento foi utilizada uma amostra de
DNA nas mesmas condicdes e concentracdes. A digestao foi avaliada em gel de agarose 1%.

Apo6s a digestdo com as duas enzimas, foi feita uma extracdo com um volume de
fenol:cloroférmio:éalcool isoamilico (25:24:1), centrifugado por 3 minutos a 8000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL e adicionado um volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), foi centrifugado por 3 minutos a 8000 rpm, transferido
novamente o sobrenadante para um novo tubo e adicionado um volume de acetato de sddio 3 M
pH 5.2 e 3 volumes de etanol absoluto. O dsRNA foi incubado a -20°C por 16h e em seguida,
centrifugado por 25 minutos a 4°C a 12000 rpm. Foi descartado o sobrenadante, lavado com
etanol 70% e centrifugado por 20 minutos a 4°C a 12000 rpm, em seguida o sobrenadante foi
novamente descartado, o “pellet” foi seco em liofilizador e ressuspendido em 15 pL de agua
milli-Q autoclavada. Todo volume foi submetido a eletroforese em gel de agarose Low Melting
Point (LMP) 1%, tendo as bandas de interesse cortadas e purificadas segundo o Kit GFX da GE
(GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit), e eluidas em 15 pL de 4gua Milli-Q
autoclavada.

Para avaliar a concentracdo do dsRNA purificado, 2 uL do volume final da purificacéo foi

submetido a eletroforese em gel de agarose 1%.
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3.3.3 Sintese de cDNA 12 e 22 fita

A 12 fita do cDNA foi sintetizada como indicado por Sambrook et al. (1989), utilizando-se
a enzima M-MLV-RT 200U/uL (Invitrogen) e Random Primers 3ug/uL (Invitrogen), a partir de
uma aliquota de 5 uL do dsRNA (aproximadamente 250 ng), para um volume final de 20 uL. A
22 fita do cDNA foi feita utilizando-se os 20 uL do cDNA 12 fita, 10 uL do Tampdo 10x 22 fita,
2,5 uL da enzima DNA Polimerase | - 9U/uL (Promega), 0,8 uL de RNase H 1,5U/uL (Promega)
e agua-DEPC para um volume final de 100 uL e incubada a 12°C por 2h, tendo em seguida a
reacao inativada a 68°C por 10 minutos. Apos a sintese da 22 fita do cDNA, foi feita uma extracao
com um volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), misturado e centrifugado
durante 5 minutos a 8000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi
adicionado o mesmo volume de cloroférmio:alcool isoamilico e centrifugado durante 5 minutos a
8000 rpm. Novamente o sobrenadante foi transferido para um novo tubo (1,5 mL) e adicionado
1/10 do volume de acetato de s6dio 3 M pH 5,2 e 3 volumes de etanol absoluto para precipitacao
em temperatura de -20°C por 16h. As amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a 12000
rpm, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi lavado com etanol 70%. A amostra foi
centrifugada durante 5 minutos a 12000 rpm, foi retirado o sobrenadante, o “pellet” foi seco em

liofilizador e a amostra foi ressuspendida em 10 pL de dgua milli-Q autoclavada.

3.3.4 Construcéo da Biblioteca de cDNA e clonagem

@) cDNA 22 fita foi ligado a adaptadores (Adap2R 5
CTAATACGACTCACTATAGGGCGACGTGGTCGCGGCCGAGGT 3°), atraves do Kit
CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas), onde foi utilizado 5 uL do cDNA 22 fita, 5 uL de 2x
Reaction Buffer, 0,5 uL de DNA Blunting Enzyme, agitado com o auxilio do vortex, incubado a
70°C por 5 minutos e colocado no gelo. Em seguida, foram adicionados 0,5 uL do Adaptador 2R
(10 uM), 0,5 uL de T4 DNA ligase 5U/uL para um volume final de 11,5 pL e incubada por 30
minutos a 22°C, tendo a ligacdo inativada com 1 uL. de EDTA 25 mM por 5 minutos a 72°C. O
cDNA ligado ao adaptador foi amplificado por Nested PCR (Nested2R 5’
AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 3’), onde foram feitas 2 reacdes de amplificacdo, sendo que a
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primeira consistiu de 5 uL. do cDNA ligado ao adaptador, 2,5 uL do Buffer 10x, 1,1 uL de MgCl,
50 mM, 1,5 uL do primer Nested 2R (10 uM), 1 uL de dNTP 2,5 mM, 0,5 uL de Tag DNA
Polimerase 5U/uL (Invitrogen) e agua milli-Q autoclavada para um volume final de 25 uL. O
programa de termociclagem consistiu de 1 ciclo de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, 66°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos e 1 ciclo final de 72°C por 10
minutos, em aparelho termociclador “Mastercycler gradient” (Eppendorf). O amplicon da
primeira reacdo foi diluido 1:9 e utilizado como molde para a segunda reacao, que consistiu de 7
uL do cDNA amplificado e diluido, 2,5 puL do Buffer 10x, 1,1 uL de MgCl, 50 mM, 1,5 uL do
primer Nested 2R (10uM), 1 uL de dNTP 2,5 mM, 0,5 uL de Tag DNA Polimerase 5U/uL
(Invitrogen) e agua milli-Q autoclavada para um volume final de 25 ulL. O programa de
termociclagem foi o mesmo utilizado na primeira reacdo de amplificacdo do cDNA e também em
mesmo aparelho termociclador. O amplicon obtido da segunda reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose LMP 1%. O fragmento foi cortado do gel, purificado com o Kit
GFX da GE e quantificado em gel de agarose 1%.

Ap0s a purificagdo do amplicon, o purificado foi ligado em vetor pJET1.2 (Kit CloneJET
PCR Cloning Kit-Fermentas), para clonagem, onde foi utilizado uma aliquota de 2,5 uL do
amplicon purificado, 5 uL de 2x Reaction Buffer, 0,5 uL de DNA Blunting Enzyme, 1 uL de
Water nuclease-free, agitado e incubado a 70°C por 5 minutos e colocado no gelo. Em seguida,
foi adicionado 0,5 uL do pJET1.2/blunt Cloning Vector (50ng/uL) e 0,5 uL de T4 DNA ligase
(5U/uL) para um volume final de 10 uL e incubado a 22°C por 30 minutos. Apos a reacdo de
ligacdo, o plasmideo recombinante foi inserido em células competentes de Escherichia coli da
linhagem DH5a atraves de transformacdo por choque térmico. A cultura de célula transformada
(100 pL) foi plagueada em meio LB (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl,
1,5% de &gar) acrescido de ampicilina (100ug/mL) e incubada em estufa a 37°C por 16h.

3.3.5 Estoques dos clones positivos

Os clones foram coletados com palitos previamente esterilizados, para microplacas de 96

pocos, contendo cada poc¢o 90 uL de meio CG acrescido de ampicilina (100ug/mL) e incubados
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por 16h em estufa a 37°C. As culturas permanentes foram feitas através da adi¢do de 30 uL de

glicerol 50% em cada poco e estocadas em freezer -80°C.

3.3.6 Extragdo do DNA plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial foi feita de acordo com o protocolo Boiling prep. A
cultura permanente foi repicada em placas (“Mega Titer”) contendo 1 mL de meio CG acrescido
de ampicilina (100ug/mL). As placas foram seladas com filme adesivo e cada poco perfurado
com agulha estéril para aeracdo da bactéria. Os clones foram crescidos por 16h a 37°C em shaker
sob agitacdo de 300 rpm. Apds o crescimento dos clones transformados, as placas foram
centrifugadas por 6 minutos a 3000 rpm, sendo em seguida, checada qualquer irregularidade. O
adesivo foi removido, o sobrenadante foi descartado e a placa foi invertida sobre papel
absorvente por 1 minuto. As placas foram levadas ao freezer -80°C por 15 minutos e em seguida
incubadas em forno a 37°C por 10 minutos. Foi adicionado 25 uL de agua milli-Q autoclavada e
agitado vigorosamente por 5 minutos, em seguida foi adicionado 70 uL da solucdo de Lise
(STET-Tween 20, 10 mM de Tris-HCI pH 8.0, 1 mM de EDTA 0,5M pH 8.0, 100 mM de NaCl,
5% de Tween 20, 500ug/mL de Lysozyme), agitado vigorosamente por 1 minuto e mantido em
temperatura ambiente (20-25°C) por 10 minutos. As placas foram colocadas lado a lado no
microondas, sem o0 adesivo, por 25 segundos e 0 processo foi repetido virando as placas a 180°.
Foi adicionado 400 uL de agua milli-Q autoclavada e as placas foram seladas e misturadas com o
auxilio do vortex por 1 minuto e logo em seguida resfriadas no gelo por 15 minutos. As placas
foram centrifugadas a 3000 rpm, a 20°C por 45 minutos. Foi transferido 50 uL do sobrenadante

para uma nova placa. As placas contendo o DNA foram armazenadas em freezer a -80°C.

3.3.7 Sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram feitas de acordo com as instrugdes da Applied
Biosystems para 0 “DNA sequencing Kit Big Day Terminator cycle sequencing ready reaction”.
Para a reacdo foram utilizados 2 uL. de DNA (aproximadamente 400 ng), 0,5 uL do primer T7 (5
pmols), 0,4 uL de Big Day, 2 uL de “Save Money” (400 mM Tris-HCI pH 9.0; 10 mM MgCl,) e

5,1 uL de dgua milli-Q autoclavada para um volume final de 10 uL. A reagdo foi submetida ao
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aparelho termociclador “Mastercycler gradient” (Eppendorf) com o programa de termociclagem
composto de 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos, 60°C por 4 minutos e 1
ciclo final de 16°C. Para a reacdo de precipitacdo foi adicionado em cada amostra 80 uL de
isopropanol 65%, misturado 3 vezes por inversdo e mantido em temperatura ambiente por 15
minutos, em seguida, foi centrifugado a 3000 rpm, a 20°C por 45 minutos. O sobrenadante foi
descartado, foi retirado o excesso de liquido invertendo a placa em papel absorvente por 1
minuto, foi adicionado 200 L de etanol 60% e centrifugado a 3000 rpm, a 20°C por 10 minutos.
O sobrenadante foi novamente descartado e mais 200 pL de etanol 60% foi adicionado, sendo
novamente centrifugado a 3000 rpm, a 20°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
excesso foi retirado centrifugando-se a placa invertida em papel absorvente por 5 segundos. As
amostras foram secas a temperatura ambiente por 1h. Antes das amostras serem submetidas ao
aparelho de sequenciamento, foi adicionado ao DNA 9 uL de hi-di formamida, sendo
desnaturado a 95°C por 5 minutos. O sequenciamento foi feito no Sequenciador automéatico ABI
3730 da Applied Biosystems.

3.3.8 Analise das sequéncias

Os cromatogramas foram submetidos a analise pelos programas “PhredPhrap e Consed”,
empregando-se como critério de classificacdo pelo menos 300 bases por sequéncia com qualidade
acima de 20. Através do alinhamento das sequéncias similares, foram formados “contigs” com
suas respectivas sequéncias consensos. As sequéncias-consensos foram submetidas a consulta de
similaridade com outras sequéncias depositadas no banco de dados GenBank acessado pelo
NCBI (National Center for Biotechnology Information). As ferramentas utilizadas para esta
consulta foram o BLASTx e BLASTN e s6 foram considerados os alinhamentos entre sequéncias

protéicas e nucleotidicas que obtiveram e-value inferior a 10,
3.3.9 Sintese dos iniciadores (primers)
A partir dos “contigs” formados pelas analises das sequéncias obtidas, foram desenhados

primers especificos, visando a amplificacdo de regiGes genémicas codificadoras das proteinas de
movimento (MP), replicase (Rep) e p24 associadas ao PFGSV. Para a sintese desses primers foi
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utilizado o programa Primer3 e para verificacdo da qualidade dos primers foi utilizado o

programa NetPrimer.

3.3.10 RT-PCR

Os primers sintetizados para as regides da MP (5 CGATATTTGATCAATCCGTT 3’/3’
AACCCTCGAATTTTAAGGTG 5’ - PFGSV-MP-F/R), Rep (5’
ATTCATGCGTTTCACGGTTA 3’/3° CGAATGCCTCTGACACAACT 5’ — PFGSV-Rep-F/R)
e p24 (5° CTGTTGTGCCAAATCATCAA 3'/3> TTCATCGCAAGTTCGTATACCT 5 -
PFGSV-p24-F/R) putativas do PFGSV foram testados através de PCR a partir de uma aliquota de
2 uL de cDNA, 2,5 uL de Tampéo 10x, 0,9 uL de MgCl, 50 mM, 0,5 uL de dNTP 2.5 mM, 0,5
uL do primer Foward (PFGSV-F) 10 uM e 0,5 uL do primer Reverse (PFGSV-R) 10 uM, 0,2 uL
de Tag DNA Polimerase 5U/uL (Invitrogen) e d&gua Milli-Q autoclavada para um volume final de
25 uL. O programa de termociclagem consistiu de 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, 29 ciclos de
94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 35 segundos e 1 ciclo final de 72°C por
5 minutos em aparelho termociclador “Mastercycler gradient” (Eppendorf). O cDNA foi
sintetizado a partir de 2 uL do RNA total, que foi previamente desnaturado a 70°C por 5 minutos
e resfriado no gelo. Em seguida, foram adicionados 1 uL de dNTP 2,5 mM, 0,8 uL de Random
Primers 3ug/uL (Invitrogen), 4 uL de Tampdo 5x FS, 2 uL de DTT 0,1 M, 1 uL da enzima M-
MLV-RT 200U/uL (Invitrogen), 0,5 uL de RNase OUT 40U/uL (Invitrogen) e &gua-DEPC
autoclavada para um volume final de 20 uL. O RNA total foi extraido a partir do protocolo de
Gibbs e Mackenzie (1997), com algumas modificagdes. Foi utilizado de 50 a 100 mg de tecido
vegetal, tanto para as amostras sintomaticas quanto para as amostras sadias, sendo o tecido
macerado em N,-liquido. Foi adicionado 500 uL de Tamp&do Wash Buffer (10 mM Tris-HCI pH
8,0; 1 mM EDTA pH 8,0; 2M NacCl e 0,05 % de BSA), misturado por alguns segundos com o
auxilio do vortex e centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
adicionado 600 uL de CTAB (2% de CTAB, 1.4M NacCl, 0,1M Tris-HCI pH8, 0,5% de B-ME),
as amostras foram agitadas vigorosamente e incubadas em banho-maria a 60°C por 20 minutos.
Em seguida foi adicionado 400 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), agitado

vigorosamente e centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi coletado e
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transferido para um novo tubo (1,5 mL), foi adicionado novamente 400 uL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1), agitado vigorosamente e centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm. O
sobrenadante foi novamente transferido para um novo tubo e foram adicionados um volume de
isopropanol 100% e 1/10 do volume de acetato de aménio 7.5 M. As amostras foram levadas ao
freezer -20°C por 15 minutos para precipitacdo e em seguida centrifugadas por 5 minutos a 12000
rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado, as amostras foram lavadas com 1 mL de etanol 70%,
centrifugadas por 1 minuto a 12000 rpm a 4°C e o sobrenadante novamente descartado. As
amostras foram secas em liofilizador e ressuspendidas com 30 uL de agua-DEPC autoclavada.

Foram feitos ensaios de tentativas de amplificagdo com outros VTB-C, como o CiLV-C,
SVRSV, HibGSV e SchefRSV.

3.3.11 SSCP - Single Strand Conformational Polymorphism

A avaliacdo dos padrbes de SSCP foi feita a partir dos amplicons das regides gendmicas
correspondentes a MP, Rep e p24 do PFGSV, que foram purificados do gel LMP 1% com o Kit
GFX da GE. As amostras analisadas foram purificadas antes da anélise por SSCP para maior
precisdo dos resultados.

Para analise por SSCP, foi adicionado um volume da solucdo desnaturante (95% de
formamida, 20 mM de EDTA e azul de bromofenol) e os fragmentos foram desnaturados a 95°C
por 10 minutos. Em seguida, os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante a 8% (16 x 20 cm x 1mm BIO-RAD Protean Il xi) utilizando o
tampdo TBE 10x (Tris-Base 108g/L, Acido Bérico 55g/L, EDTA 0,5M pH 8,0 40mL/L) na
concentracdo 0,5x. A corrida foi realizada a 200 volts por 5h a 20°C. Os géis foram corados em
nitrato de prata conforme descrito por Beidler et al. (1982).

Os fragmentos foram analisados pela comparacdo das diferencas das fitas simples

desnaturadas ap0s eletroforese.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Material vegetal

Todos os sintomas de pinta verde encontrados em ramos, folhas e frutos de maracujazeiro
provenientes de todas as regides ja citadas anteriormente, foram registrados com camera digital.
Entre as amostras analisadas encontram-se espécies de maracuja azedo (P. edulis f. flavicarpa),
maracuja-roxo (P. edulis f. edulis) e maracuja doce (P. alata). Os sintomas observados foram
semelhantes em todas as regides analisadas. Nos ramos lesdes que inicialmente sdo cloroticas,
evoluem para necréticas (Figura 3A e B), e quando numerosas podem coalescer, anelando o ramo
e resultando na morte da planta. As amostras de folha foram encontradas em menor quantidade,
devido a dificil identificacdo dos sintomas quando as folhas ainda estdo verdes. Mas quando as
folhas entram em senescéncia, areas verdes, em geral ao longo das nervuras, tornam-se evidentes
(Figura 3C) onde por MET confirma-se a presenca do PFGSV. Os sintomas mais visiveis, e que
deram nome a enfermidade e ao virus, estdo nos frutos, onde surgem manchas verdes, pequenas e
circulares, bem visivel em frutos maduros amarelos, mas visivel também, nos frutos esverdeados
(Figura 3D). Isolados coletados em Piracicaba-SP e em Brasilia e Planaltina-DF, parecem ser
mais fracos, pois embora exibam sintomas em folhas e frutos, as lesdes nos ramos sdo menos
numerosas e ndo causam a morte do ramo ou da planta. Os sintomas sao essencialmente similares
aos da enfermidade conhecida como definhamento precoce, na regido da Bahia, notando-se
contudo, que as lesdes caulinares (Figura 3B) sdo mais severas resultando em maiores danos as
plantacbes de maracujad. Algumas plantas de maracuja silvestre (Passiflora morifolia Mast.)
foram infectadas com PFGSV e apresentaram sintomas tipicos em suas folhas (Figura 3E), sendo

entdo coletadas para analise por RT-PCR.
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Foto: Cortesia do Dr. Francisco F. Laranjeira,
EMBRAPA Mandioca e Fruticultura

Foto: Cortesia Prof. Dr. Elliot W. Kitajima (NAP/MEPA-ESALQ/USP)

Figura 3 — Sintoma de pinta verde em diferentes tecidos de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa)
(A-D) e em Passiflora morifolia (E): A e B. Les6es nos ramos; C. areas verdes em folhas senescentes;

D. manchas verdes nos frutos; E. areas verdes ao longo das nervuras em folha de P. morifolia.
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4.2 Microscopia eletrénica de transmisséo

Nos exames de secgdes ultrafinos feitos por MET a partir dos tecidos de maracujazeiro
com sintoma de PVM/DPM, foram encontrados particulas baciliformes em cisternas do reticulo
endoplasméatico como pode ser visto na Figura 4A, e esses efeitos citopaticos também foram
visualizados na amostra de P. morifolia (Figura 4B), nova hospedeira do PFGSV. Os resultados

positivos por MET, também foram confirmados por RT-PCR.

200 nm

Foto: Cortesia Prof. Dr. Elliot W. Kitajima
(NAP/MEPA-ESALQ/USP)

Figura 4 — Micrografia de secgdes ultrafinas de tecido de maracujazeiro com sintoma de PVM/DPM. As setas
indicam particulas baciliformes contidas em cisternas do reticulo endoplasmatico. A — P. edulis sp.; B —
P. morifolia

4.3 Isolamento e purificagdo do dsRNA

Tentativas de se obter dados moleculares do PFGSV foram feitas com um isolado
proveniente da regido de Limeira-SP, de onde se obteve maior quantidade de material vegetal.
Através do protocolo basico como descrito no item 3.3.1 envolvendo filtragem do extrato com
resina CF-11 (LOCALI et al., 2003), foram utilizadas apenas as lesdes provenientes de folha e
ramo. O extrato das lesdes de fruto apds as primeiras etapas do isolamento apresentaram-se muito

viscoso, resultando na obstrucdo da coluna e assim nédo foram utilizados. Esse protocolo resulta
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no isolamento do dsRNA viral dos tecidos infectados. Para confirmar a presenca de dsRNA e
avaliar sua concentragdo, 2 uL do volume final do extrato foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% (Figura 5). Os extratos geraram duas bandas bem definidas com aproximadamente
9Kb e outra em torno de 5Kb, semelhantes aos padrées encontrados em CiLV-C (LOCALI et al.,
2003) e SVRSV (FERREIRA et al., 2007).

10kb
5kb

Figura 5 — M — Marcador molecular de 1Kpb DNA Extension Ladder (Invitrogen); 1 — dsRNA de folha sintomatica
para PFGSV; 2 — dsRNA de ramo sintomatico para PFGSV; 3 a 7 — Maracador pGEM3Z de 25, 50, 100,
200 e 400 ng respectivamente

Para evitar contaminacdo com material gendmico da planta, o dsSRNA do PFGSV foi
purificado através de dois tratamentos utilizando-se enzimas especificas que removem ssRNA e
DNA residual do extrato.

O primeiro tratamento foi feito com a enzima Mung Bean Nuclease (Promega), como
descrito no item 3.3.2, para eliminar contaminacdo com &cidos nucléicos de fita simples. Para
controle do tratamento foi utilizada uma amostra de SSRNA nas mesmas condicOes e
concentragOes do dsRNA do PFGSV. A digestdo foi avaliada em gel de agarose 1% (Figura 6).

RNA

Figura 6 — M — Marcador molecular 1Kpb DNA Extension Ladder (Invitroge); 1 - 2uL do dsRNA nao digerido; 2 —
2L do dsRNA digerido com Mung Bean Nuclease; 3 — 2uL do RNA controle ndo digerido; 4 — 2uL do
RNA controle digerido; 5 a 7 — Marcador Lambda de 50, 100 e 200ng respectivamente
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Em seguida, o dsRNA foi precipitado com acetato de sdédio e etanol absoluto, como ja
descrito no item 3.3.2, para eliminar os residuos da enzima Mung Bean Nuclease.

O segundo tratamento foi feito com a enzima DNase | — Ampl. Grade (Invitrogen),
também j& descrito no item 3.3.2, onde foram eliminadas possiveis contaminagdes com DNA
gendmico. A digestéo foi avaliada em gel de agarose 1% (Figura 7).

O rastro na canaleta trés, como indicado pela seta branca, corresponde a degradacdo da
amostra do DNA controle, porém, o tratamento funcionou como mostra a indicacdo da seta na
canaleta um, que correspondente ao DNA gendmico, e também pela auséncia de banda e rastro da
canaleta quatro. Mostrando assim, que o DNA gendémico foi eliminado da amostra em tratamento

(canaleta dois) utilizada assim, nas proximas etapas.

Figura 7 — M — Marcador molecular 1Kpb DNA Extension Ladder (Invitrogen); 1 - 2uL do dsSRNA néo digerido; 2 -
2L do dsRNA digerido com DNAse I; 3 - uL do DNA controle ndo digerido; 4 - 2uL do DNA controle
digerido; 5 a 7 — Marcador Lambda de 50, 100 e 200 ng respectivamente

Em seguida, como descrito no item 3.3.2, foi feita uma extracdo com um volume de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), e uma precipitacdo com acetato de sédio e etanol
absoluto, eliminando assim, todos os residuos dos reagentes anteriores. Apos essas digestdes e
extracOes a amostra foi entdo purificada, limpa de qualquer contaminante, restando apenas o
dsRNA do PFGSV.

Todo o volume foi submetido a eletroforese em gel de agarose LMP 1%, sendo as bandas
de interesse cortadas do gel e purificadas segundo o Kit GFX da GE, com um volume final de 15
uL (Figura 8).
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Figura 8 — M — Marcador molecular 1Kpb DNA Extension Ladder (Invitrogen); 1 — dsRNA purificado; 2 a 4 —
Marcador Lambda de 200, 400 e 600 ng respectivamente. O retdngulo branco no gel indica as bandas de
interesse que foram cortadas e purificadas

Para avaliar a concentragdo do dsRNA purificado com o Kit, 2 uL do volume final da

purificacdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 9).

Figura 9 — M — Marcador molecular 1Kbp DNA Extension Ladder (Invitrogen); 1 — dsRNA purificado do gel; 2 a 4
— Marcador Lambda de 25, 50 e 100 ng, respectivamente

4.4 Construcédo da Biblioteca de cDNA e clonagem

A partir do dsRNA do PFGSV ja purificado uma aliquota foi utilizada para a sintese da 12
e 22 fitas do cDNA como descrito no item 3.3.3, sendo em seguida ligada a adaptadores. Esses
adaptadores auxiliaram no anelamento do primer Nested para a amplificagdo do fragmento de
interesse. Apos as duas reacGes de amplificacdo utilizando o primer Nested, o amplicon obtido
foi submetido a eletroforese em gel de agarose LMP 1%. O fragmento foi purificado do gel com

o Kit GFX da GE (Figura 10) e quantificado em gel de agarose 1% (Figura 11).
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A regido de interesse corresponde ao um fragmento com tamanho de 500 pb a 1000 bp,

fragmentos menores que 500 pb foram desconsiderados a fim de evitar possiveis contaminacdes.

Figura 10 — M — Marcador molecular de 1Kbp DNA Extension Ladder (Invitrogen); 1 — amplicon da segunda
reacdo de amplificacdo (Nested). O retangulo branco indica o fragmento de interesse que foi cortado
do gel e purificado

Figura 11 — M - Marcador molecular de 1Kbp DNA Extension Ladder (Invitrogen); 1 - 2uL do purificado do
amplicon da segunda reacdo (Nested); 2 a 4 — Marcador Lambda 25, 50 e 100 ng, respectivamente

Apds a quantificacdo do purificado, o0 mesmo foi ligado em vetor pJET1.2 (Kit CloneJET
PCR Cloning Kit-Fermentas), para clonagem, como descrito no item 3.3.4. Para essa clonagem
foi utilizado o vetor pJET1.2 (CloneJET PCR Cloning Kit-Fermentas), por ter se mostrado mais
eficiente e ter uma metodologia mais rapida (poucos minutos de ligacédo), além de ndo necessitar
do uso de IPTG e X-Gal para identificacdo dos clones contendo o inserto de DNA, devido ao seu

processo de selecdo positiva.
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Em relacdo a biblioteca, inicialmente foi feita com amostras provenientes da regido da
Bahia-BA, mas as amostras por ndo estarem em boas condi¢Ges, muito oxidadas, nao foi possivel
chegar até o final dessa ultima etapa de purificagdo, com boa qualidade e concentracdo. O
purificado foi clonado e sequenciado, mas ndo houve resultado significativo. Dessa forma, a
biblioteca foi feita apenas a partir de amostras provenientes da regido de Limeira-SP, da qual foi
possivel obter grande quantidade de material vegetal e também boa qualidade e concentracdo do
purificado, tendo assim resultados significativos nas analises das sequéncias.

Ao final da transformacdo foram gerados 672 clones, os quais foram devidamente

coletados e estocados em freezer -80°C.

4.5 Anélise das sequéncias

Apo0s a extracdo do DNA plasmidial e sequenciamento, como descrito nos itens 3.3.6 e
3.3.7, os cromatogramas foram submetidos a andlise pelos programas “PhredPhrap e Consed”.
Através do “PhredPhrap”, foram retiradas das sequéncias as regides correspondentes aos vetores
e adaptadores empregados na clonagem. Através do alinhamento das sequéncias similares, foram
formados “contigs” com suas respectivas sequéncias consensos. As sequéncias consensos foram
submetidas a consulta de similaridade com outras sequéncias depositadas no GenBank. Para
verificacdo da qualidade dos “contigs”, os mesmos foram analisados pelo “Consed”, que mostrou
0 nimero de “reads” que formavam cada “contig”, a sequéncia de bases e sua qualidade.

Dos 672 clones obtidos da biblioteca do PFGSV, foram gerados 23 “contigs” que
evidenciaram similaridade com parte das regides codificadoras da proteina de movimento (MP),
replicase (Rep) e p24 do CiLV-C, membro-tipo do recém-criado género Cilevirus e que apresenta

morfologia, efeitos citopéticos e vetor semelhantes aos do PFGSV.
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A ORF replicase € umas das que compdem o RNA 1 do CiLV-C. Codifica uma
poliproteina com funcdo envolvida na replicacdo viral e apresenta quatro dominios funcionais
conservados. A regido do PFGSV apresentou similaridade com a regido da cisteina-protease da

replicase, como indicado na figura 12.

RNA 1 CiLV-C 8745 nt
Replicase
A
— —
5" Cap_|_MTR C-Prot Hel RdRp | 3’ Poly (A)
| p29 |
RNA 2 CiLV-C 4986 nt
5" cap_[p15] D24 3’ Poly (A)
p61 I ~mpP |

Figura 12 — Esquema da organizagdo e estrutura do genoma do CiLV-C. RNA 1 — composto por duas ORFs. A
primeira ORF é composta por quatro dominios: metiltransferase (MTR), cisteina-protease (C-Prot),
helicase (Hel) e RNA polimerase (RdRp). A segunda ORF codifica uma proteina de uma possivel capa
protéica de 29KDa (p29). RNA 2 — composto por quatro ORFs, a primeira codifica uma proteina de
15KDa, a segunda uma de 61KDa, a terceira uma de 32KDa (a proteina de movimento) e a quarta uma
proteina de 24KDa. Fonte: Locali-Fabris et al. (2006)

A comparacdo por BLASTX indicou 23 “contigs” apresentando similaridade com regides
associadas aos genes do CiLV-C, parte da regido codificadora da MP e Rep, e da regido da p24
com e-value menor que 10" Apés a anélise de todos esses resultados foram escolhidos trés
“contigs” para o desenho dos primers. Nesses trés “contigs”, ndo foram encontradas
similaridades significativas em nivel de nucleotideo (BLASTn), ou seja, ndo foi detectada
similaridade com nenhuma sequéncia depositada em todo o GenBank. Foi possivel apenas
encontrar similaridade em nivel de proteina (BLASTX).

A figura 13 apresenta os resultados correspondentes aos primeiros “hits” e ao alinhamento
obtidos no BLASTX para o “contig 6” correspondente a regido codificadora da MP do PFGSV,
que apresentou similaridade com a regido codificadora da proteina de movimento (MP) do CiLV-
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C. As figuras 14 e 15 correspondem também aos primeiros “hits” e alinhamentos obtidos no
BLASTX para os “contigs 8 e 13” das proteinas p24 e Rep respectivamente, e que apresentou

similaridade com a regido codificadora da p24 e replicase também do CiLV-C.

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|ABG33782.1] 31 kDa protein [Cytoplasmic citrus leprosis vi... 141 5e-32
gb|ABA42871.1] p32 [Cytoplasmic citrus leprosis virus] 141 5e-32
ref|YP_654542.1] putative movement protein [Cytoplasmic citru... 141 5e-32 E

GENE ID: 4155852 MP | putative movement protein
[Cytoplasmic citrus leprosis virus] (10 or fewer PubMed links)

Score = 141 bits (355), Expect = 6e-32
Identities = 65/120 (54%), Positives = 93/120 (77%), Gaps = 2/120 (1%)
Frame = +3

Query 24 EAIFDQSVVVNSTSGPQIAIFNSGYSIPNEDRVSVGGNESHRRLGLSYEIEHSENISGGH 203
EA+ DQ V VNST GP + + N +SIPNEDR V G+E HRRLG+ Y+++ +NISG
Sbjct 113 EAVNDQEVTVNSTGGPCVVVMNCAHSIPNEDRTHVNGSEVHRRLGIQYQVD-CDNISG-R 170

Query 204 ITTFALTLLWREAFYFQPSNFKVHEPRLIPITVGYKKAQUSRSHADLKRAISRGMVTTGH 383
+TTF++T LWREAF F+PS +KV +P ++PI+VG++KA +++SHADL+R+1 RG++ T H
Sbjct 171 VTTFSITALWREAFSFRPSFYKVSDPLVVP ISVGFRKAVIAKSHADLQRSIGRGLIVTHH 230

Figura 13 — Primeiros “hits” e alinhamento obtidos pelo BLASTx para o “contig 6” do PFGSV que apresentou
similaridade com a regido codificadora da MP do CiLV-C



Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref|YP_654543.1| p24 [Citrus leprosis virus C] >gb|ABA42872.1... 92.8 2e-17 E

GENE 1D: 4155848 p24 | p24 [Cytoplasmic citrus leprosis virus]
(10 or fewer PubMed links)

Score = 92.8 bits (229), Expect = 2e-17
Identities = 48/85 (56%), Positives = 62/85 (72%), Gaps = 1/85 (1%)
Frame = -3

Query 378 MDPRFLRG-RSLVTNVTDKRERLKSKASFSLLSDIQQILLRY IQKPYVLLMYACVLVLFA 202
MD + L+ + L+ + R+R K A+ S ++DI+QILLR+IQKP V++MY VLVLFA
Sbjct 1 MDAQLLQANKRLLRRAANVRQRYKMLATESFVADIKQILLRFIQKPNVIIMYISVLVLFA 60

Query 201 MHIDAGTHDILDDLAQQFPNNPVIE 127
HID+ THDILDDLA QFPNN 1E
Sbjct 61  AHIDSNTHDILDDLAAQFPNNTFIE 85

similaridade com a regido codificadora da p24 do CiLV-C

47

Figura 14 - Primeiros “hits” e alinhamento obtidos pelo BLASTx para o “contig 8” do PFGSV que apresentou
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Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|ABA42875.1] polyprotein [Citrus leprosis virus C] 324 8e-87
ref| YP_654538.1]| replicase [Citrus leprosis virus C] >gb|ABC7... 324 8e-87E
gb|ABG33779.1| 286 kDa polyprotein [Cytoplasmic citrus lepros... 320 2e-85
ref|YP_654566.1| cysteine protease; C-prot [Citrus leprosis v... 115 8e-24 E

GENE 1D: 4155849 CLVC_sRNA-1gpl | putative replication-like polyprotein
[Cytoplasmic citrus leprosis virus] (10 or fewer PubMed links)

Score = 324 bits (831), Expect = 8e-87
Identities = 159/308 (51%), Positives = 215/308 (69%), Gaps = 2/308 (0%)
Frame = +1

Query 31 LLYRHLCHINYEDYKSSVPVDYNDKHVCDTPLQHVSVAGDGNCLYNCFVKAGLYKGVTVC 210
L +LC +++Y S ++ ND C L + V GDGNCLY CFVKA LY+G++VC
Sbjct 654 LTLSNLCDHDFDAYLPS-HIEVNDAK-CTKDLTVIQVPGDGNCLYYCFVKACLYRGISVC 711

Query 211 DLKARLRDSIFYSEVDVLATEEGDTEFSESLHRDGVFGNKFTLMLIAKTFHINICVHLMF 390
DLK+RLRDS ++ EV LA + G+ EF +SL RDGV+GNKFTL+LI+KTF++NICVHL
Sbjct 712 DLKSRLRDSPYFLEVAKLARDAGEDEFLDSLERDGVYGNKFTLILISKTENVNICVHLKG 771

Query 391 RETTFMRFTVNKGSRY IHLQLRDQHYDLL IPYVKMGLMDRT IVACGSVALQTPSDCTRTK 570
F NKGSR+IHLQL  HY LL+P +K GL+D ++ G++++ P+ +
Sbjct 772 GRELITHFISNKGSRF IHLQLEHSHYSLLVPCIKAGLIDEHVLCHGALSMVVPTTHDYRR 831

Query 571 LDNLYKVYSMDGTLSKYRNVFNTVFKGPFLNLREMRYMELLNAAELCQRHSNKFLITDAN 750
L +LYK+Y+ DGT++ Y N+FN +KGPFLN+ E+ +ME+ ++ E+ NKFLITD
Sbjct 832 LVDLYKIYTRDGTIASYFNIFNNSYKGPFLNVYELGFMEIASSLEIPSSSGNKFLITDVW 891

Query 751 MRDAVRALRILDPSSYVIAMRCNSNKRPNDRLGVCDFTMDSSFHEESFCLSTVLSDVLEV 930
+ ++ALR+LDP S VI +R ++ R DR GVCDFTMDS FHEESFCLST LSDVL +
Sbjct 892 LHHCIKALRVLDPHSNVIVLRSSNTSRIPDRYGVCDFTMDSEFHEESFCLSTTLSDVLNL 951

Query 931 GLYSQCNV 954
G+YSQC V
Shjct 952 GIYSQCMV 959

Figura 15 — Primeiros “hits” e alinhamento obtidos pelo BLASTx para o “contig 13” do PFGSV que apresentou
similaridade com a regido codificadora da Rep do CiLV-C

4.5 Desenho dos iniciadores (primers)

Foram desenhados primers especificos visando a amplificacdo da regido gendmica que
codifica a proteina de movimento (MP), a p24 e a replicase (Rep) associadas ao PFGSV, como
descrito no item 3.3.9. Foi analisada a melhor regido dos “contigs” e também, aceitavel pelo
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programa Primer3. As figuras 16, 17 e 18 apresentam o resultado do programa Primer3, para os

trés pares de primers correspondentes a regido codificadora da MP, p24 e Rep, respectivamente.

Primer3 Output

PRIMER PICKING RESULTS FOR PFGSV.fasta.screen.Contig6 (MP)

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OL1GO start len tm gck any 3"  seq
LEFT PRIMER 28 20 55.10 35.00 8.00 1.00 CGATATTTGATCAATCCGTT
RIGHT PRIMER 27 22 55.89 40.00 6.00 4.00 CACCTTAAAATTCGAGGGTT

SEQUENCE SIZE: 693
INCLUDED REGION SIZE: 693

PRODUCT SIZE: 245, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3" COMPL: 1.00
1 GATAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTGAGGCGATATTTGATCAATCCGTTGTTGTAAACTCCA
SSSSSSSSSSSSS>S>>>>>
61 CTTCTGGTCCTCAGATAGCCATATTCAATTCAGGATATTCCATACCGAATGAAGATCGTG
121 TGTCCGTTGGTGGAAACGAATCTCATCGTCGGTTAGGATTATCTTATGAGATTGAACATT
181 CTGAGAACATCAGTGGTGGTCATATTACCACTTTTGCTCTGACTTTGTTATGGCGTGAGG
241 CTTTTTATTTTCAACCCTCGAATTTTAAGGTGCATGAACCTAGACTTATACCTATAACCG
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLKL

301 TTGGTTATAAAAAGGCACAAATGTCTAGGTCTCATGCGGACTTAAAACGTGCGATATCAC
361 GTGGTATGGTTACCACCGGTCACTCTAGCGTTCCCTCGATAAGGTCTGAGCGTTCAATCA
421 GTGTTATCGAGAAGAAACGCGTTACTGCTCCAGAACAGGATATCGTGGTTGAAGAAATAG
481 ATTCAGCTACTGAAAGCAAGAAGCCCAGTTCATCGCAAGTTCGTATACCTCCCAGAATTT
541 TGAAATTCACAACACTTGACAAGTACGAAAAGAGCGATAATGGACACAAATTCTCCATGC
601 CATGTTTTGACTGTAAGTGTGCCGTTGTTTCGCTTGAAGAGATGCCCATTGGTGATGATG

661 TACGGTCCATACCTCGGCCGCGACCACGCTATC

Figura 16 — Informacdo gerada sobre a posicdo de anelamento dos primers para a regido da MP do PFGSV e o
tamanho do fragmento a ser amplificado segundo o programa Primer3
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Primer3 Output

PRIMER PICKING RESULTS FOR PFGSV_C8 (p24)

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OoLI1GO start len tnm gch any 3" seq

LEFT PRIMER 151 20 58.10 40.00 5.00 0.00 CTGTTGTGCCAAATCATCAA
RIGHT PRIMER 449 22 58.79 40.91 6.00 2.00 TTCATCGCAAGTTCGTATACCT
SEQUENCE SIZE: 663

INCLUDED REGION SIZE: 350

PRODUCT SIZE: 299, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3" COMPL: 1.00

1 CAAAACTCCGGAGGCTCGAGTTTTTCGCAGATAGCGTGGTCGCGGCCGAGGTGCTTAGAC
61 AAACTGGACTTAACACCTCATAGACCCACATTATTGTGTGCACATAGCAACAACATAGCA

121 GGATCATTCAATAACTGGATTATTCGGAAACTGTTGTGCCAAATCATCAAGTATGTCGTG
SSSSSSSSSSSS>SS>>>>>

181 TGTTCCGGCATCTATATGCATTGCAAATAGAACCAAAACACAAGCATACATGAGAAGGAC
241 ATACGGTTTCTGAATATAACGCAGTAAAATTTGCTGAATGTCAGACAAAAGAGAAAAGGA
301 AGCCTTAGACTTCAACCGTTCTCGCTTATCTGTGACATTAGTAACAAGAGATCTTCCTCT
361 AAGAAAGCGCGGGTCCATTATCGCTCTTTTCGTACTTGTCAAGTGTTGTGAATTTCAAAA
421 CTCTGGGAGGTATACGAACTTGCGATGAACTGGGCTTCTTGCTTTCAGTAGCTGAATCTA

481 TTTCTTCAACCACGATATCCTGTTCTGGAGCAGTAACGCGTTTCTTCTCGATAACACTGA
541 TTGAACGCTCAGACCTTATCGAGGGAACGCTAGAGTGACCGGTGGTAACCATACCACGTG
601 ATATCGCACGTTTTAAGTCCGCATGAGACCTAGACATTTGTGCCTTTTTATAACCANACG

661 GTT

Figura 17 — Informacdo gerada sobre a posicdo de anelamento dos primers para a regido da p24 do PFGSV e o
tamanho do fragmento a ser amplificado segundo o programa Primer3
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Primer3 Output

PRIMER PICKING RESULTS FOR PFGSV_C13 (Rep)

No mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OLIGO start len tm gc% any
LEFT PRIMER 402 20 59.04 40.00 4.

RIGHT PRIMER 723 20 58.88 50.00 3
SEQUENCE SIZE: 1033

INCLUDED REGION SIZE: 1033

S€q
3.00 ATTCATGCGTTTCACGGTTA
1.00 CGAATGCCTCTGACACAACT

PRODUCT SIZE: 322, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3" COMPL: 1.00

1 GATGCGTGGTCGCGGCCGAGGTTGATGAGACTACTATACCGTCACCTGTGCCATATCAAC
61 TATGAAGATTATAAATCATCAGTTCCAGTTGATTATAACGACAAACATGTATGTGATACA
121 CCTTTACAACATGTTTCAGTTGCTGGGGATGGTAACTGTTTATACAACTGCTTTGTCAAA
181 GCAGGATTGTATAAAGGTGTTACCGTCTGTGACTTAAAAGCTCGTTTACGTGATTCAATC
241 TTTTATTCTGAGGTTGATGTTTTGGCCACTGAAGAAGGGGATACCGAGTTCTCCGAATCA
301 TTGCATCGTGATGGTGTTTTTGGGAATAAGTTTACTCTCATGCTTATTGCCAAAACGTTT
361 CATATTAACATATGTGTTCATCTTATGTTTCGTGAAACGACATTCATGCGTTTCACGGTT

SS>S>S>SS>S>S>S>S>>>>
421 AATAAGGGTTCTCGGTACATCCATTTGCAATTGCGTGATCAACACTACGATCTATTGATC

481 ECATATGTTAAGATGGGATTAATGGACCGGACCATAGTCGCATGTGGTAGTGTTGCTTTA
541 CAAACTCCTTCGGACTGTACTAGAACGAAGCTAGATAATTTGTATAAAGTCTATTCTATG
601 GATGGTACTTTATCGAAATATCGTAACGTTTTTAATACAGTTTTCAAAGGGCCTTTTCTT
661 AATTTGCGTGAAATGCGTTATATGGAACTATTGAATGCAGCTGAGTTGTGTCAGAGGCAT

<<LLLLLLKLLLLLKLLLKL
721 TCGAACAAGTTCTTGATAACTGATGCAAATATGAGAGATGCAGTGCGTGCCTTACGAATT

781 $$ZGATCCCTCATCTTATGTCATTGCTATGAGATGTAATTCAAACAAAAGACCGAACGAC
841 AGGCTTGGAGTTTGTGATTTTACAATGGATTCGTCATTTCATGAAGAATCCTTTTGTTTG
901 AGCACAGTTTTAAGCGATGTCTTGGAAGTTGGATTATATTCTCAATGCAATGTCACTTTA
961 TCGGATCTTAGTAGGGTTTCACACGTTTCATACTCCAGCTCAATGAGGACTCGTACCTCG

1021 GCCGCGACCACGC

Figura 18 — Informacdo gerada sobre a posicdo de anelamento dos primers para a regido da Rep do PFGSV e o
tamanho do fragmento a ser amplificado segundo o programa Primer3
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4.7 Desenvolvimento e validagdo do teste de diagndstico

Os  primers sintetizados para as regides das putativas MP (5’
CGATATTTGATCAATCCGTT 3’'/3 AACCCTCGAATTTTAAGGTG 5’ — PFGSV-MP-F/R ),
Rep (5° ATTCATGCGTTTCACGGTTA 3’/3° CGAATGCCTCTGACACAACT 5’ — PFGSV-
Rep-F/R) e p24 (5° CTGTTGTGCCAAATCATCAA 3'/3° TTCATCGCAAGTTCGTATACCT
5" - PFGSV-p24-F/R) do PFGSV, foram testados através de RT-PCR como descrito
anteriormente no item 3.3.10. Foram utilizadas amostras de plantas sintomaticas para a PVM e,
como controle da reagdo, amostras de maracujazeiro sadias.

Houve alta correlagdo entre a presenca de sintomas de PVM/DPM e a detec¢do do
PFGSV por RT-PCR. Das 44 amostras testadas, 34 apresentavam sintomas tipicos da doenca e
todas foram positivas para PFGSV para os trés pares de primers testados (Tabela 1, Figura 19).
Dessas, 18 foram também confirmadas por MET que indicou a presenca de efeitos citopéaticos
caracteristicos para VTB-C nos tecidos examinados. Tecidos de frutos e ramos ndo foram
avaliados por MET, pois oferecem dificuldades para seu processamento, indicando dessa
maneira uma vantagem a técnica molecular (RT-PCR) para diagndstico da doenca.

A RT-PCR resultou na amplificagdo de fragmentos de DNA de tamanho esperado, de
aproximadamente 245 pb para a regido da MP, 299 pb para a regido da p24 e 322 pb para a regido
da Rep, para as amostras sintomaticas obtidas de diversas regides geograficas do Brasil (SP, BA e
DF), inclusive para as amostras identificadas como apresentando definhamento precoce e para a
nova espécie hospedeira identificada P. morifolia (Figura 19). O fato de esta espécie silvestre ser
suscetivel ao PFGSV indica que esta e outras espécies de Passiflora podem servir como
reservatorios naturais do virus.

A hipdtese de que PVM e DPM seriam duas denominag@es para a mesma doenca, j& havia
sido levantada em funcdo das similaridades dos sintomas observados, vetor e morfologia do
agente causal. No entanto, os resultados aqui apresentados correspondem a primeira evidéncia
concreta e inequivoca de que realmente se trata da mesma enfermidade, uma vez que a RT-PCR é
um teste especifico e confidvel usado em diagndstico de doencas virais e 0s resultados foram

consistentes para varias regiées do genoma viral.
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Tabela 1 — Resultado das amplificagcbes por RT-PCR em amostras de maracujazeiro de
diferentes localidades sintomaticas para pinta verde

Espécies’ Origem No. de Tecido RT-PCR MET ?
amostras vegetal MP/p24/Rep
Passiflora edulis f. flavicarpa Limeira-SP 4 Folha, ramo e 3/4 n.e.
fruto
P. edulis f. edulis Limeira-SP 1 Fruto 11 n.e.
P. edulis f. flavicarpa Araras-SP 1 Fruto 11 n.e.
P. edulis f. flavicarpa Cordeirdpolis-SP 2 Folha 2/2 +
P. edulis f. flavicarpa Vera Cruz-SP 2 Fruto 2/2 +
P. edulis f. flavicarpa Piracicaba-SP 3 Folha 2/3 +
P. edulis f. flavicarpa Brotas-SP 2 Folha 1/2 n.e.
P. alata Séo Miguel 1 Folha 11 n.e.
Arcanjo-SP
P. alata Atibaia-SP 2 Fruto 1/2 n.e.
P. edulis f. flavicarpa Bahia-BA 2 Folha 1/2 +
P. edulis f. flavicarpa Bahia-BA 9 Folha e ramo 7/9 n.e.
P.a alata Bahia-BA 1 Folha 1/1 n.e.
P. edulis f. edulis Bahia-BA 1 Folha 11 +
P. edulis f. flavicarpa Planaltina-DF 3 Folha 3/3 +
P. edulis f. flavicarpa Brasilia-DF 8 Folha e ramo 5/8 +
P. edulius f. edulis Brasilia-DF 1 Fruto e folha 1/1 +
P. morifolia Piracicaba-SP 1 Folha 1/1 +

! passiflora edulis f. flavicarpa = maracuja azedo ou amarelo; Passiflora edulis f. edulis = maracuja-roxo; Passiflora
alata = maracuja doce

> MET - Microscopia eletronica de transmissdo: n.e., ndo examinado; presenca (+) ou auséncia (-) de efeitos
citopaticos associados com a infeccédo do virus da pinta verde do maracujazeiro
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Figura 19 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos amplicons obtidos por RT-PCR a partir de amostras de
maracujazeiro de diferentes localidades exibindo sintomas de PVM/DPM usando os trés pares de
primers para 0 PFGSV. A - MP, B —p24, C —Rep. M — 1Kpb DNA Ladder Plus (Invitrogen); 1 —
maracuja azedo de Limeira-SP; 2 — maracuja azedo de Araras-SP; 3 — maracuja doce de Atibaia-SP; 4
— maracuja doce de Sdo Miguel Arcanjo-SP; 5 — maracuja azedo de Vera Cruz-SP; 6 — maracuja azedo
de Brotas-SP; 7 — maracuja azedo de Cordeirdpolis-SP; 8 — maracuja azedo de Piracicaba-SP; 9 e 10 —
maracuja azedo de Brasilia-DF; 11 — maracuja roxo de Brasilia-DF; 12 e 13 — maracuja azedo da
Bahia-BA (PVM/DPM); 14 — maracuja doce da Bahia-BA; 15 e 16 — maracuja silvestre de Piracicaba-
SP; 17 — maracuja azedo sadio de Cordeirdpolis-SP (controle negativo)

Devido a similaridade observada entre as sequéncias do PFGSV e do CiLV-C, foram
feitos testes com os primers do PFGSV para a regido codificadora da MP, p24 e Rep, em
amostras de laranja doce sadias e sintomaticas para o CiLV-C, e todos os resultados foram
negativos (Figura 20). Isto esta de acordo com resultados de ELISA usando anti-soro contra
proteina da capa protéica do CiLV-C, que ndo reconheceu o PFGSV em extratos de tecidos
infectados (CALEGARIO, 2009).
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Figura 20 — Eletroforese em gel de agarose 1 %. A — Usando primers para MP, B — Usando primers para p24, C —
Usando primers para Rep. M — Marcador molecular de 100bp DNA Ladder (Fermentas); 1 — maracuja
sintomético para PFGSV; maracuja sadio; 3 — laranja doce sintomatica para CiLV-C; 4 — laranja doce
sadia

Também  foram  feitos testes para o0s trés pares de primers do
PFGSV em amostras de fumo e abobrinha ‘caserta’ infectadas com o CMV, virus que também
infecta maracujazeiro, e em plantas de maracujazeiro infectadas com Cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV) passiflora strain, que assim como o Passionfruit woodiness virus (PWV)
é um isolado encontrado no Brasil que causa o endurecimento do fruto em maracujazeiro. Esses
testes tiveram resultados negativos para os primers da regido da MP e Rep (Figura 21), sugerindo
que esses dois pares de primers sejam especificos para 0 PFGSV (ANTONIOLI-LUIZON et al.,
2009). Os primers da p24 apresentaram algumas bandas inespecificas em repeti¢cGes de algumas

amostras e foi desconsiderado para esse teste, porém, foi eficiente para a deteccdo do PFGSV.
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Figura 21 — Eletroforese em gel de agarose 1%. A — usando primers para MP, B — Usando primers para Rep. M —
marcador molecular 1Kpb DNA Ladder Plus (Invitrogen); 1 — maracuja infectado com PFGSV; 2 -
maracuja sadio; 3 a 5 — maracuja com CABMV; 6 — abobrinha ‘caserta’ sadia; 7 a 9 — abobrinha
‘caserta’ com CMV; 10 — fumo sadio; 11 a 13 — fumo com CMV

Alguns testes preliminares foram feitos utilizando-se os primers do CiLV-C (que
amplificam parte da regido da MP) em amostras de maracuja infectado com PFGSV e em
amostras de Solanum violaefolium infectado com SVRSV e também com os primers do SVRSV
(que amplificam parte da regido da Rep) em amostras de laranja doce infectada com CiLV-C e
amostras de maracuja infectado com PFGSV e os resultados foram todos negativos (dados nédo
mostrados).

Algumas lesbes de plantas infectadas com outros VTB-C como SvRSV, HibGSV e
SchefRSV foram coletadas e testadas por RT-PCR utilizando-se os primers para as regides da
MP, p24 e Rep do PFGSV. Para os primers da regido da Rep ndo ocorreu amplificacdo para
nenhum dos virus, porém, para os primers das regides da MP e p24, ocorreu uma reacao
inespecifica somente com o SvRSV, amplificando plantas sintomaticas e sadias (dados nao
mostrados).

As trés repeticdes da amostra de P. morifolia testadas por RT-PCR com o0s trés pares de
primers do PFGSV, também apresentaram resultado positivo (Figura 19), assim como todos as
amostras de Passiflora testadas para a validacdo desse teste de diagnostico, confirmando-se assim

mais uma hospedeira para o PFGSV.
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4.8 SSCP - Single Strand Conformational Polymorphism

As avaliacGes dos padrdes de SSCP foram feitas por RT-PCR a partir de regides
gendmicas correspondentes as proteinas de movimento, p24 e replicase purificados do gel de
agarose LMP 1%. As amostras foram purificadas para se obter maior precisdo dos resultados e
diminuir a interferéncia de artefatos.

Os resultados obtidos até 0 momento por SSCP para o0 PFGSV mostrou diferentes padrdes
de bandas dos isolados nas diferentes regides geograficas para os trés genes estudados, mas
posteriormente através do sequenciamento, serdo gerados mais detalhes sobre a variabilidade
genética dos diferentes isolados.

Em geral, as amostras de Sdo Paulo apresentaram maior variabilidade que as da Bahia e
do Distrito Federal. 1sso pode ser decorréncia do maior nimero de amostras obtidas desse estado
e também da maior abrangéncia geografica das mesmas, uma vez que foram coletadas amostras
em oito cidades paulistas, algumas delas distantes centenas de quilémetros umas das outras. Ja as
amostras da Bahia foram coletadas em areas proximas entre si. O mesmo ocorreu com as
amostras do Distrito Federal. Mesmo assim, foi possivel detectar um padrdo caracteristico dessas
duas regibes (Figuras 22A, 23A e 24A). Em seguida, as figuras 22B, 23B e 24B apresentam 0s
padrdes de bandas encontrados para as regibes gendmicas analisadas, MP, p24 e Rep, nas

diferentes regides geograficas estudadas.
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L SMA C VvC VC L BA DF

Figura 22 — A - Resultado do gel de SSCP 8% utilizando os primers para MP; B — Diferentes padres de bandas
encontrados. As setas pretas indicam as bandas principais e as setas vermelhas indicam algumas
bandas secundarias. L — Limeira-SP (amostra padrdo); At — Atibaia-SP; B — Brotas-SP; A — Araras-SP;
C — Cordeiropolis-SP; P — Piracicaba-SP; VC — Vera Cruz-SP; SMA — Sdo Miguel Arcanjo-SP; BA -
amostras da Bahia; DF — amostras de Brasilia
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Figura 23 — A - Resultado do gel de SSCP 8% utilizando os primers para a p24. B — Diferentes padrfes de bandas
encontrados. As setas pretas indicam as bandas principais e as setas vermelhas indicam algumas
bandas secundarias. L — Limeira-SP (amostra padrdo); At — Atibaia-SP; B — Brotas-SP; A — Araras-SP;

C — Cordeiropolis-SP; P — Piracicaba-SP; VC — Vera Cruz-SP; SMA — Séo Miguel Arcanjo-SP; BA —
amostras da Bahia; DF — amostras de Brasilia
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Figura 24 — A — Resultado do gel de SSCP 8% utilizando os primers para Rep. B — Diferentes padrdes de bandas
encontrados. As setas pretas indicam algumas bandas principais e as setas vermelhas indicam algumas
bandas secundarias. L — Limeira-SP (amostra padrdo); At — Atibaia-SP; B — Brotas-SP; A — Araras-SP;
C — Cordeiropolis-SP; P — Piracicaba-SP; VC - Vera Cruz-SP; SMA - Sdo Miguel Arcanjo-SP; BA -
amostras da Bahia; DF — amostras de Brasilia.

Nas amostras analisadas por SSCP pode-se observar um padrdo de bandas que permite
diferenciar claramente os isolados em funcéo da regido geografica e isso ocorreu nos trés genes

estudados. Cada haplotipo gerado é formado por duas bandas, sendo dois haplotipos formado por
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quatro bandas e assim, sucessivamente e foi observado um nimero maior de haplétipos do que os
comumente encontrados em VTBs, como CiLV-C (LOCALI et al., 2004) e OFV (KUBO, et al.,
2009).

Nos VTBs até agora estudados, foram observados um ou dois hapl6tipos. Com o CiLV-C
foram estudadas variagGes nos genes MP e Rep e, mais recentemente, para 0 gene da p29
(PEREIRA et al., 2008; 2009) e em geral observou-se baixa variabilidade, independentemente
do gene, da espécie de citros e da regido geografica. O mesmo sucedeu com o OFV (gene do
nucleocapsideo) que no geral revelou baixa variabilidade por SSCP, embora tenha revelado alta
variabilidade apds o sequenciamento de nucleotideos de apenas alguns isolados. Para 0 PFGSV
observaram-se a presenca de um, dois (na maior parte das amostras) e em alguns casos até trés
hapldtipos dependendo da regido genémica analisada, como por exemplo, 0 caso da amostra de
S&o Miguel Arcanjo-SP que para as regides codoficadoras da MP e p24 apresentou trés
haplotipos e para a regido codificadora da Rep, dois.

No caso do PFGSV, comparando-o0 com esses outros VTBs estudados, pode ser observado
maior variabilidade dos isolados.

A técnica de SSCP foi informativa e pode ser utilizada para identificar padrdes de bandas,
que depois, podem ser melhor analisados através do sequenciamento, que evidenciard maiores

detalhes de cada isolado estudado.
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5 CONCLUSOES

1. Foi possivel obter partes do genoma do PFGSV a partir do dsRNA presente nos extratos de
tecidos infectados, a partir dos quais foram desenhados primers que amplificam especificamente
fragmentos do genoma viral por RT-PCR, tendo-se assim gerado uma ferramenta molecular
especifica e eficiente para deteccdo do PFGSV. Estas sequéncias do genoma do PFGSV serédo

depositadas no GenBank e serdo as primeiras sequéncias disponiveis em banco de dados.

2. Os dados disponiveis indicam regides nas sequéncias de PFGSV com similaridade ao CiLV-C,
mas as diferencas parecem ser suficientes para tentativamente separar estes virus como espécies
distintas dentro do género Cilevirus. O fato de os primers especificos ndo promoverem
amplificagéo cruzada, associado ao fato do anticorpo contra a p29 do CiLV-C né&o reconhecer o
PFGSV seriam evidéncias favoraveis a esta hipotese. O conhecimento de parte da sequéncia
gendmica do PFGSV também permitira gerar sondas moleculares como outra ferramenta para

detectar este virus.

3. Os resultados preliminares sobre a variabilidade do PFGSV por SSCP demonstraram ser
maiores do que a dos outros VTBs ja estudados, como CiLV-C e OFV, indicando haver
divergéncias filogenéticas entre os isolados do PFGSV, em geral baseado em sua distribuicéo

geografica, que serdo confirmados por sequenciamento.

4. Os ensaios de RT-PCR confirmaram que o definhamento precoce do maracujazeiro descrito no
estado da Bahia ¢ de fato causado pelo PFGSV, sendo assim, a PVM e o DPM séo na realidade a

mesma doenga.

5. O PFGSV foi experimentalmente transmitido com &caros viruliferos para uma espécie de
maracuja silvestre, Passiflora morifolia indicando que elas podem servir como reservatorio

natural deste virus.
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