UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBEBLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE AGRONOMIA

FRANCIANA DE MORAIS BARBOSA

CARACTERIZACAO PARCIAL E LEVANTAMENTO DA OCORRENCIA DO
MOSAICO DO MAMOEIRO EM UBERLANDIA - MG

Uberlandia - MG
Novembro — 2012



FRANCIANA DE MORAIS BARBOSA

CARACTERIZACAO PARCIAL E LEVANTAMENTO DA OCORRENCIA DO
MOSAICO DO MAMOEIRO EM UBERLANDIA - MG

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Curso de Agronomia, da Universidade Federal
de Uberlandia, para obtencdo do grau de
Engenheiro Agronomo.

Orientador: Jonas Jiger Fernandes

Uberlandia- MG
Novembro- 2012



FRANCIANA DE MORAIS BARBOSA

CARACTERIZACAO PARCIAL E LEVANTAMENTO DA OCORRENCIA DO
MOSAICO DO MAMOEIRO EM UBERLANDIA - MG

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
Curso de Agronomia, da Universidade Federal
de Uberlandia, para obtencdo do grau de
Engenheiro Agronomo.

Aprovado pela Banca Examinadora em 05 de Novembro 2012

Prof. Dra. Nilvanira Donizeti Tebaldi Prof. Lisias Coelho Ph.D.
Membro da Banca Membro da Banca

Prof. Dr. Jonas Jager Fernandes
Orientador



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por estar sempre ao meu lado e por ter me concedido
a oportunidade de estar vivendo esse momento.

A minha familia, especialmente meus pais, Francisco de Assis Barbosa e Ana Lucia de
Morais Barbosa, que sempre me incentivaram e estiveram presentes me apoiando em todas as
minhas decisoes e me fortaleceram nos momentos mais dificeis e aos meus irmaos Guilherme,
Davi, Cecilia, Vinicius e Mércia pelo apoio e paciéncia que tiveram comigo.

Ao meu orientador, Prof. Jonas Jagér Fernandes, pela oportunidade de trabalhar sob
sua orientacdo e pela confianca depositada no desenvolvimento das atividades de trabalho.

A 44 turma de agronomia, a qual passei grande parte desses 5 anos, construindo novas
amizades, e dividindo varios momentos, os quais certamente ficaram gravados na minha

histoéria.



RESUMO

O mosaico do mamoeiro (Carica papaya), causado pelo Papaya ringspot virus, sub-tipo P
(PRSV-P), destaca-se entre as doencas da cultura, por ser a mais destrutiva limitando a
producdo de mamao. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o isolado viral PmosV-1 e
realizar o levantamento da ocorréncia do mosaico do mamoeiro no municipio de Uberlandia-
MG, utilizando métodos de transmissdo por afideos de mamoeiro para mamoeiro (Carica
papaya) € mecanica por extrato vegetal tamponado (EVT) de mamoeiro para as plantas
indicadoras Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranthicolor, Chenopodium murale,
Cucurbita pepo, Cucumis sativus e Cucumis melo. Para o levantamento da ocorréncia do
mosaico do mamoeiro em Uberldndia foram coletadas 12 amostras de folhas de mamoeiro
com sintomas de mosaico, deformagdes foliares e sintomas no caule em diferentes localidades
do municipio de Uberlandia-MG. As amostras foram e inoculada mecanicamente em Carica
papya, Chenopodium quinoa, Cucurbita pepo e Cucumis sativus. Os resultados do teste de
transmissao por afideos indicaram que os afideos Myzus persicae e Rhopalosiphum padi,
foram capazes de transmitir o isolado viral PmosV-1 e que o Neotoxoptera formosana nao
transmitiu este isolado viral. Os parametros utilizados para o teste de transmissao do PmosV-1
por Myzus persicae € Rhopalosiphum padi indicaram um relacionamento virus-vetor do tipo
nao-circulativo e ndo-persintente. Em mamoeiros inoculados com PmosV-1 na transmissao
por afideo foram observados sintomas de mosaico, deformacao foliar, reducao de crescimento
e manchas 6leo no caule. Os resultados da gama de hospedeiros mostraram que este isolado
infecta Carica papaya e, que as espécies Chenopodium quinoa, Chenopodium
amaranthicolor, Chenopodium murale, Cucurbita pepo, Cucumis sativus € Cucumis melo nao
foram infectadas pelo isolado viral. Os resultados da transmissdo por afideos, da gama de
hospedeiros e os sintomas causados pelo PmosV-1 em mamoeiro indicam que o PmosV-1
pertence a espécie viral PRSV-P. O levantamento de campo indicou a ocorréncia do mosaico
do mamoeiro em Uberlandia, nas localidades Miraporanga, Cruzeiros dos Peixotos e na
Fazenda do Gloria —UFU. Os resultados das plantas-testes destas amostras indicaram que elas
pertencem a espécie Papaya ringspot virus (PRSV), subtipo P.

Palavras — chave: Carica papaya; Papaya ringspot virus; transmissdo; gama de hospedeiro,
vetor, relacdo ndo-circulativa
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1 INTRODUCAO

A espécie Carica papaya L. ¢ o mamoeiro mais cultivado em todo o mundo, tendo
sido descoberto pelos espanhéis no Panam4. E uma planta herbécea, tipicamente tropical, cujo
centro de origem ¢é, provavelmente, o noroeste da America do Sul, vertente oriental dos
Andes, ou mais precisamente, a bacia Amazonica Superior, onde sua diversidade genética é
maxima (DANTAS, 2000).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de mamao (AGRIANUAL, 2011),
ficando atrds apenas da India e o terceiro em 4rea colhida, estando entre os principais paises
exportadores principalmente para Europa. No cendrio nacional, os maiores produtores estao
localizados na Bahia, Espirito Santo e Rio Grande do Norte.

As viroses constituem um grupo de doengas do mamoeiro, ocasionando grandes
perdas na producao, podendo chegar a destruic@o total das plantagdes afetadas. Os principais
virus que infectam naturalmente o mamoeiro sdo virus da mancha anelar do mamoeiro
(Papaya ringspot virus, PRSV), virus do amarelo letal do mamoeiro (Papaya lethal yellowing
virus, PLYV) e meleira do mamoeiro (Papaya sticky disease virus, PSDV) ( LIMA et al.
2001).

No Brasil, apenas a do mosaico do mamoeiro tem definido os insetos vetores que
atuam na sua transmissdo, sendo que vinte e uma espécies de afideos ja foram confirmadas
em diferentes paises (MARTINS; VENTURA, 2007).

Perdas na producdo devido o mosaico do mamoeiro estudos realizados em
Pernambuco apontou uma reducdo aproximada de 70% na producgdo por planta, de 60% no
nimero de frutos por planta e de 20% no peso médio dos frutos por planta (BARBOSA;
PAGUIO, 1982).

A técnica de transmissdo mecanica apresenta importante no aspecto experimental para
a avaliacdo da gama de hospedeiros, avaliacdo da resisténcia de plantas a infeccao pelo virus,
sendo essa transmissdo realizada na presenca de um tampao que estabiliza o pH do extrato
vegetal e contém reagentes essenciais para impedir a degradagdo da particula viral (AGRIOS,
2005).

Diante da dificuldade que existe de identificar viroses através apenas das
sintomatologias visuais, € importante e necessdria a realizacdo de pesquisas que contribuam
para o diagndstico da incidéncia de viroses. Nesse contexto, a identificacdo de uma virose
deve levar em consideragdo, além de outros cuidados, o estudo de reagdes do virus em

hospedeiros diferenciais, a transmissibilidade da doenca para plantas sadias e outras



propriedades bioldgicas e moleculares utilizadas para diagnose de fitoviroses (PEDROSA,
2011).

Por estes motivos, este trabalho tem como objetivo a caracteriza¢do bioldgica parcial
do isolado viral PmosV-1, e o levantamento da ocorréncia do mosaico do mamoeiro no

municipio de Uberlandia, MG.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do mamoeiro

O Carica papaya é cultivado em regides tropicais e subtropicais, estando disseminado
praticamente em todo o territério nacional, onde existem milhares de hectares propicios ao
seu desenvolvimento (SILVA, el al. 2004).

O mamoeiro € uma dicotiledonea pertencente a familia Caricaceae, de ciclo
semiperene, com pico de producdo entre trés a cinco anos, considerando uma cultura de
grande expressao agricola (MARIN; SILVA, 1996). Ele € uma planta herbécea, de coloragdo
verde, crescimento rdpido, que pode alcancar de 3 a 8 metros de altura e produzindo durante
20 anos. A propagacdo pode ser feita de forma vegetativa (estacas e enxertia) ou, mais
frequentemente por sementes (CENTEC, 2004). A fruta € consumida in natura, possui um
sabor agradavel e dela é possivel a extragao de enzimas proteoliticas (papaina), com uso nas
inddstrias alimenticias e farmacéutica (SIMAO, 1998).

A cultura do mamoeiro sustenta-se em uma estreita base genética, sendo bastante
limitado o nimero de cultivares plantados nas principais regides produtoras. Sendo as
cultivares mais exploradas no Brasil sdo classificadas em dois grupos conforme o tipo de
fruto: Solo e Formosa. As variedades do grupo Solo, também conhecido como “Mamao
Havai” ou “Papaya”, possuem casca lisa de formato periforme a ovalado, polpa alaranjada e
cavidade interna estrelada (COSTA; PACOVA, 2003) e sao comercializadas nos mercados
interno e externo (DANTAS, 2000; LIBERATO e ZAMBOLIM, 2002). O mamaio tipo
Formosa possui frutos alongados e cor de polpa laranja avermelhada (COSTA; PACOVA,
2003) e s3o adequadas somente a comercializacdo no mercado interno (DANTAS, 2000;

LIBERATO e ZAMBOLIM, 2002).

2.2 Viroses

2.2.1 Meleira do Mamoeiro

Relatada pela primeira vez na década de 80, em Teixeira de Freitas, BA, a meleira
constitui-se, atualmente, no principal problema fitossanitdrio da cultura no Brasil (HABIBE et
al., 2004). Inicialmente atribuida a deficiéncia na absor¢do de cdlcio e/ou boro resultante da
falta de 4gua no solo ou no deslocamento de bases no solo (OLIVEIRA et al., 2000).

E causada pelo virus da meleira do mamoeiro (Papaya sticky disease virus, PSDV), é

caracterizada, principalmente, pela intensa exsudacdo de latex dos frutos infectados



(BARBOSA et al., 1998).

O virus da meleira possui particulas com aproximadamente 45nm de didmetro, sendo
composto de uma tnica molécula de dsSRNA e pertence a um novo género ndo relacionado a
outros virus que infetam plantas, vertebrados e invertebrados (ZAMBOLIM et al., 2000). E
transmitido mecanicamente, através de ferimentos produzidos por instrumentos perfurantes
contaminados (BARBOSA et al., 1998), e todas as evidéncias apontam para a
ndo-transmissdo por sementes (MEISSNER FILHO et al.,, 2003). De acordo com
Vidal (2002), foi comprovada a transmissdao desse virus pelo bidtipo B de Bemisia tabaci
Gennadius, mas ndo por pulgdes ou cigarrinhas.

Os primeiros sintomas da meleira sdo a queima e deformacdes nas bordas de folhas
jovens, devido a necrose das pontas das folhas ocasionada pela exsudacdo de latex translicido
e pouco viscoso, se camparado ao “leitoso” de plantas sadias, seguidas de oxidacdo do latex
em contato com o ar. A exsudacdo também ocorre na superficie dos frutos, conferindo-lhes
um aspecto “melado”, originando o nome da doenga (Figura 1). Os frutos podem também
apresentar manchas zonadas superficiais de cor verde-clara (VENTURA et al., 2001). O sabor
e a consisténcia dos frutos sdo alterados, tornando-se impréprios ao comércio (VENTURA;
COSTA, 2002).

Os frutos afetados apresentam manchas claras na casca e, quando cortados, mostram
manchas também na polpa. Sintomas da doenga também podem aparecer em folhas de plantas
jovens, antes da frutificacdo. Neste caso, as margens das folhas tornam-se necréticas apos a
exsudacdo de latex. O virus parece dificultar a processo de coagulacdo do latex, que ocorre
rapidamente quando o mesmo € exsudado a partir de tecidos sadios (MELO; RUGGIERO,
1988).

Figura 1: Sintomas em mamoeiros (Carica papaya) infectados pelo virus da meleira (Papaya
sticky disease virus, PSDV) (LIMA et al 2001): A) Plantas com frutos exibindo os
sintomas da meleira; B) Frutos com escorrimento de latex causado pelo virus da
meleira.
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No Brasil, tanto a mancha-anelar como a meleira sdo controladas por meio de
“rouguing”, uma pratica que consiste na remocao (corte) de plantas com sintomas (LIMA et
al., 2001). Nos estados da Bahia e Espirito Santo, principais produtores de mamao no Brasil, o
“rouguing” ¢ uma pratica agrondmica essencial ao cultivo de mamoeiro e regidas por lei
estadual. Inspecdes didrias sdo realizadas em toda a fase da cultura, removendo-se qualquer
planta que apresente sintomas semelhantes aos causados pelo PRSV e PSDV (VENTURA et
al., 2001)

2.2.2 Amarelo Letal

O Papaya lethal yellowing virus (PLYV), foi descrito pela primeira vez no inicio da
década de 1980 no estado de Pernambuco. Sua origem € desconhecida, podendo ter-se
originado de plantas nativas da regido aonde o mesmo vinha ocorrendo ou ser resultante de
uma possivel mutacao de outro virus (LORETO et al., 1983).

Segundo Lima et al. (2001) o virus possui particulas isométricas de aproximadamente
30nm de didmetro, com genoma do tipo ssRNA, sendo o capsideo formado por uma tnica
proteina.

A infeccdo inicial pelo PLYV se manifesta com o amarelecimento das folhas mais
novas da copa, que estdo parcialmente desenvolvidas (Figura 2). Posteriormente essas folhas
tornam-se clordticas, com progressao para sintomas mais Severos como encurvamento,
murchamento e senescéncia foliar, eventualmente induzindo a morte da planta (SARAIVA et
al., 2006). Nos peciolos das folhas com sintomas podem aparecer depressdes comprimidas no
sentido longitudinal, enquanto que nas nervuras das folhas, no lado inferior, podem ocorrer
lesdes necrdticas que provocam seu achatamento (REZENDE; MARTINS, 2005). Nos frutos,
aparecem manchas circulares, inicialmente esverdeadas e depois, com o amadurecimento,
tornam-se amareladas (LIMA et al., 2001).

Testes de transmissdo do PLYV, empregando a espécie de afideo Mizus persicae Sulz,
de forma circulativa persistente e ndo circulativa ndo persistente e ensaios com besouros das
espécies Diabrotica bivitulla Kirke e D. speciosa Kirke, revelaram resultados negativos,
indicando que estes vetores ndo estdo envolvidos na disseminagdo do virus no campo
(KITAJIMA et al., 1992; LIMA et al., 2001).

De acordo com Lima e Santos (1991), o virus pode ser eficientemente transmitido de
plantas doentes de mamoeiro para plantas sadias pelo método de transmissdo mecanica, por
enxertia de pequenos pedacos do peciolo ou nervuras de plantas doentes, por ferramentas

utilizadas no corte de plantas infetadas e de plantas sadias e solos contaminados.
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Figura 2: Sintomas em folhas e frutos de mamoeiros (Carica papaya) infectados pelo virus do
amarelo letal (Papaya lethal yellowing virus, PLYV) (LIMA et al.2001): A) Planta
infectada; B) Frutos com manchas amarelas causadas por PLYV; C) Planta
infectada com PLY'V exibindo frutos manchados e murchos

A presenca do PLYV infectivo pode ser detectada em solo naturalmente contaminado,
dgua de rega de plantas infetadas e superficie de sementes obtidas de frutos infetados
(CAMARCO et al., 1998; SARAIVA et al.,2006). O PLYV foi detectado em amostras de
tecido seco de mamoeiro por um periodo maximo de 120 dias (NASCIMENTO et al.,2008).

Por ser uma doenga pouco estudada e que ndo vem causando prejuizos as culturas
comerciais de mamoeiro, ndo se conhecem medidas de controle. No entanto, algumas
recomendacdes de ambito geral podem ser feitas no sentido de minimizar a disseminacio do
virus dentro dos estados onde foi encontrado, bem como evitar ou retardar sua introdu¢do em
areas onde ele ainda nao foi constatado. Deve ser evitado o movimento de mudas entre
estados a fim de minimizar a distribuicdo do virus para regides onde ele ainda ndo ocorre

(REZENDE; MARTINS, 2005)

2.2.3 - Mosaico do mamoeiro
O género Potyvirus representa o mais importante grupo de virus de plantas, sendo
responsaveis por perdas em espécies cultivadas, superiores as perdas causadas por todos 0s

virus de plantas em conjunto (ZERBINI; MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).
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O mosaico do mamoeiro é causado por um virus da Familia Potyviridae, género
Potyvirus, cujas particulas do tipo flexuoso medem 760-800nm de comprimento por 12nm de
diametro. O &cido nucleico € constituido por uma fita simples positiva de RNA (REZENDE;
MARTINS, 2005).

O Papaya ringspot virus (PRSV) estd classificado em dois bidtipos, diferentes por
suas caracteristicas bioldogicas. O bidtipo P, Papaya (PRSV-P), é capaz de infectar
sistemicamente espécies das familias Caricaceae e Cucurbitaceae, sendo o mamoeiro seu
hospedeiro natural de maior importancia (HULL, 2002; REZENDE; MARTINS, 2005). Por
outro lado, o bidtipo W, Watermelon (PRSV-W) infecta sistemicamente espécies da familia
Cucurbitaceae, constituindo fator de importancia econdmica para estas culturas no Brasil
(BONILHA, 2007).

Sob condi¢des experimentais a suscetibilidade a infeccdo ao PRSV € encontrado em
poucas familias, como Caricaceae, Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Leguminosae-
Papilionoideae. As seguintes espécies sdo experimentalmente suscetiveis a infeccdo por este
virus: Carica papaya, Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa, Citrullus lanatus,
Cucumis melo, Cucumis metuliferus, Cucumis sativus, Cucurbita maxima, Cucurbita
moschata, Cucurbita pepo, Luffa acutangula, Macroptilium lathyroides, Melothria pendula,
Momordica charantia (1CTVdB, 2006).

Segundo Smith (1929 apud MOREIRA, 2009), o primeiro relato do PRSV-P em
mamoeiro ocorreu na Jamaica em 1928. No Brasil foi relado pela primeira vez no estado de
Sao Paulo em 1969 (COSTA; et al., 1969), e no final da década de 70 e inicio dos anos 80,
esta doenga proporcionou um cardter itinerante a cultura do mamoeiro, forcando o
deslocamento da principal area produtora nacional em S3o Paulo para eixo Bahia-Espirito
Santo (ZAMBOLIM; SOUZA, 2002).

De acordo com Moreira (2009), a caracteristica endémica dessa virose em diversos
estados do pais, além de ser comum a ocorréncia de plantas infectadas em pequenos pomares
de chécaras, fundo de quintais e beiras de estradas. Esses ultimos aspectos fazem com que
haja fontes constantes de virus espalhadas por quase todo territério nacional.

O PRSV-P ¢ transmitido naturalmente por afideos, com a relagdo virus-vetor do tipo
ndo persistente. Embora os afideos nido colonizem plantas de mamoeiro, os processos de
aquisicdo e inoculagdo do virus ocorrem por ocasido das picadas de prova para o
reconhecimento de seus hospedeiros (REZENDE; MARTINS, 2005). Segundo

Kalleshwaraswamy e Krishna Kumar (2008) o PRSV-P € transmitido naturalmente por mais
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de 20 diferentes espécies de afideos, sendo a relacdo virus- vetor do tipo ndo persistente, nao

sendo capazes de transmitir o virus sequencialmente a mais de quatro plantas.
Os sintomas causados pelo PRSV-P em mamoeiro, de maneira geral, incluem mosaico

foliar, que pode estar acompanhado por bolhas de coloragdo verde escura e deformacio do
limbo, estrias oleosas na haste e nos peciolos das folhas e anéis oleosos e, em raros casos,
anéis necroticos nos frutos (Figura 3). Os sintomas podem variar em fun¢do do isolado do

virus e da interacdo deste com a planta e ambiente (REZENDE et al., 2007).

Figura 3: Sintomas causados em mamoeiro infectado pelo virus do mosaico (Papaya ringspot
virus, PRSV) (COSTA; et al., 2004): (A) Folha com sintoma de mosaico;
(B) Deformacao foliar e ocorréncia de bolhas; (C) Peciolos com manchas oleosas e
(D) Sintomas da doenca em frutos com aparecimento de anéis concéntricos.

O PRSV-W encontra se distribuido por todas as partes do mundo onde se cultivam
cucurbiticeas (REZENDE; el al., 1999). No Brasil, este é, aparentemente, o virus mais
comumente encontrado em plantios de abobrinha-de-moita (Cucurbita pepo L.) e de outras
cucurbiticeas (LIMA; VIEIRA, 1992), e constitui fator de importancia econdmica para estas
culturas no Brasil (BONILHA, 2007).

O PRSV-W, em todos os paises onde ocorre, causa doenga do tipo mosaico em
diversas cucurbitdceas e a severidade dos sintomas depende da espécie afetada. As plantas
afetadas mostram uma reducgdo dréstica no limpo foliar e no desenvolvimento vegetativo.
Reducdo na produgdo e na qualidade dos frutos, resultando em prejuizos de até 100%, pode
ocorrer em fun¢do da rdpida disseminacdo do virus nas dreas onde ele ocorre (GREBER et al.,

1988 apud BONILHA, 2007).
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PRSV-W é um dos virus mais importantes e frequentes no Brasil em cucurbiticeas. E
transmitido por 24 espécies de afideos em 15 géneros, sendo o Myzus persicae Sulser
(Hemiptera: Aphididae), Aphis craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae) e Macrosiphum
euforbiae Thomas (Hemiptera: Aphididae), os principais vetores (PINTO et al., 2001). Nao
existem relatos de transmissdo do PRSV-W por semente e o0 mesmo pode ser facilmente
transmitido através da inoculagdo mecanica (BRUNT et al., 1996 apud SILVEIRA, 2008).

Os sintomas iniciais tipicos correspondem ao amarelecimento entre as nervuras
seguido pelo aparecimento de mosaico e bolhas, culminando com total deformacao das folhas
(Figura 4). As plantas apresentam menor desenvolvimento (atrofia) € como consequéncia
menor producdo. Nos frutos podem ocorrer deformacdes e alteracdes na coloragdo

(KUROZAWA, PAVAN, 2005).

Figura 4: Sintomas causados em cucurbiticeas pela infeccdo com o Papaya ringspot virus,
subtipo W (PRSV-W) (LIMA; ALVES, 2011): (A) Folha com sintoma de mosaico;
(B) Folhas com mosaico e ocorréncia de bolhas; (C) Deformacdo foliar (D)
Sintomas da doenga em frutos.

2.3 — Tipos de Relacionamento Virus — Vetor

Existem trés tipos de relacionamento inseto-vetor e o virus, definidos com base na rota
seguida pelo virus no corpo do inseto. Os relacionamentos sdo divido em: ndo-circulativo, o
virus fica restrito ao aparelho bucal do inseto, circulativo ndo-propagativo, o virus ultrapassa
o aparelho bucal do inseto, atinge a hemolinfa e penetra nas glandulas salivares e circulativo
propagativa inclui os casos em que virus é capaz nao apenas de circular pelo corpo do inseto,

mas também de se mutiplicar no inseto vetor (ZERBINI et al, 2006). Segundo Costa (1998), o
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termo ndo-circulativo € uma sinonimia de estiletar. Esta relacdo engloba a transmissdao ndo-
persistente e semi-persistente.

Sao caracteristicas da transmissao nao-circulativa: a rdpida aquisi¢ao do virus de uma
planta fonte e a imediata transmissdo para a planta sadia (segundo a minutos); perda da
capacidade de transmissdo em minutos, sendo necessdrio uma nova aquisicdo do virus para
que o vetor retome a sua eficiéncia de transmissdo; aumento na taxa de transmissdo quando os
afideos sdo submetidos a jejum (COSTA, 1998). As viroses de relacdo ndo-circulativa tem
aumento da probabilidade de transmissdo quando o vetor se alimenta na planta-teste sadia
logo ap6s a aquisicao (BEDENDO, 1995).

Os virus de relagdo circulativa caracterizam-se por ter uma correlagdo positiva quanto
ao periodo de aquisicio e de inoculacdo e a probabilidade de transmissdo do virus
Normalmente, estes virus, estdo localizados nas células do floema ou proximo delas hd uma
alta especificidade virus-vetor, sendo transmitido por uma ou poucas espécies (MATTHEWS,
1991 apud TAKIMOTO 2003).

Ja a relagdo circulativa ndo-propagativa apresenta caracteristicas intermedidrias entre
nao-circulativa (estiletar) e circulativa propagativa, podendo levar no minimo 30 minutos para
ser adquirido, sendo a sua transmissdo mais eficiente em periodo de aquisicdo de vdrias horas.
Geralmente o inseto € capaz de reté-lo por 3 a 4 dias neste caso, o periodo de jejum nao
aumenta a eficiéncia de transmiss@o e a sua localizacdo estd restrita as células do floema
(HULL, 2002).

Os virus de relacao circulativa propagativa t€ém periodo de laténcia mais longo que os
circulativo ndo-propagativo, podendo, em alguns casos, transmitir para a sua progénie. O
periodo de laténcia refere-se ao periodo necessario para que o vetor torne-se infectivo, sendo
capaz de transmitir o virus (COSTA, 1998).

O PRSV-P € transmitido naturalmente por afideos, com relacdo virus-vetor do tipo
nao-persistente (FAUQUEL et al.,2005 apud CORDOVA 2010). O vetor pode adquirir e
transmitir o virus ap6s um curto periodo de alimentacdo, que varia de 5 a 30 segundos. O

pulgdo torna-se infectivo logo apds a picada de aquisi¢do e pode reter o virus por um periodo

de 2 a 12 horas (COLARICCIO, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Virologia Vegetal e Fitopatologia —
LAVIV e no telado da Area experimental localizado préximo do Campus Umuarama, ambos
da Universidade Federal de Uberlandia, em Uberlandia-MG durante o periodo de

junho de 2011 a junho de 2012.

3.1 Fonte do isolado viral

No presente estudo foram utilizadas folhas de mamoeiro com mosaico causado pelo
isolado viral PmosV-1 coletado em 2011 no Municipio de Uberlandia em planta de mamoeiro
com sintomas de mosaico e manchas de 6leo no caule. Este isolado viral foi positivo para
transmissdo mecanica ¢ mantido “in vivo” em planta de mamao via inoculagdo por extrato
vegetal tamponado (EVT), cultivadas em vaso no telado para realizacdo dos testes de

transmissdo com afideos e estudo da gama de hospedeiros.

3.2 Métodos de transmissao

3.2.1 Transmissao mecanica por extrato vegetal tamponado
As folhas de mamoeiro com sintoma de mosaico foram maceradas em almofariz na

presenca de tampao de fosfato (NaH,PO4/Na,HPOy, 0,1 M, pH 7,2) contendo sulfito de s6dio
a 0,1%, a frio. A inoculacdo procedeu-se em folhas jovens de plantulas indicadoras pela
friccdo suave de gazes embebida no EVT, por vérias vezes, em pelo menos trés folhas da
planta indicadora, e imediatamente a seguir elas foram lavadas com dgua corrente e colocadas

e mantidas no telado durante 30 a 45 dias para leitura dos resultados a cada 2-3 dias.

3.2.2 Transmissao por afideos

Foram empregadas trés espécies de afideos, Myzus persicae, Rhopalosiphum padi e
Neotoxoptera formosana. Os afideos foram coletados de couve, trigo e cebolinha,
respectivamente, espécies nao hospedeiras do PRSV-P e PRSV-W. Os pulgdes foram
mantidos em jejum por 1 hora, apds este periodo foram transferidos para mamoeiro infectado
com isolado PmosV-1, com auxilio de pincel, onde permaneceram por 30-60 segundos para
fazerem a picada de prova e terem contato com o virus. Em seguida eles foram transferidos
para mamoeiros sadios na proporcdo de cinco a dez afideos por plantas. Apds 20 a 23 horas,

os afideos foram eliminados pela pulverizacdo do inseticida a Diazinon na concentragdao de
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4¢/Lt de dgua. As plantas testemunhas ndo receberam afideos. Apds a eliminagdo dos afideos
as plantas inoculadas foram transferidas para o telado e cultivadas juntamente com as

testemunhas, por 30 a 45 dias, para leitura dos resultados a cada 2-3 dias.

3.3 Preservacao do isolado viral

3.3.1 Preservacao “In vivo”

As particulas de virus presentes em folhas de mamoeiro com sintomas de mosaico pela
infec¢do com o isolado viral PmosV-1, foram inoculadas mecanicamente via extrato vegetal
tamponado (EVT), em plantas de mamoeiro (Carica papaya), com 2 a 10 folhas para

manutencao e multiplicagcdo do isolado viral.

3.3.2 Preservacao “In vitro”

Folhas infectadas com isolado viral foram finamente cortadas e colocadas sobre papel
filtro, em frasco com silica gel, a 4 °C. Apés 5 a 7 dias os fragmentos dessecados foram
acondicionados em fracos de vidro rotulados, sobre uma camada de silica-gel, vedados e

armazenados em freezer a -20 °C.

3.4 Determinacao de propriedades biolégicas do PmosV-1

3.4.1 Teste de transmissao por afideos

Neste teste foram empregadas trés espécies de afideos, Myzus persicae (pulgdo do
pessegueiro), Rhopalosiphum padi (pulgdao verde dos cereais) e Neotoxoptera formosana
(pulgdo da cebolinha). Os afideos foram cedidos pelo Laboratério de Controle Bioldgico —
LACOB, do ICIAG. A transmissao foi realizada como descrita no item 3.2.2 e a fonte in6culo
foi folhas de plantas de mamoeiro cujas folhas apresentavam sintomas de mosaico pela

infeccdo com PmosV-1.

3.4.2 Teste da gama de hospedeiros
Neste teste foi utilizado o indculo obtido das folhas da planta de mamoeiro com
mosaico foliar causado pela transmissdo do PmosV-1 por Rhopalosiphum padi, e a partir

daqui denominado PmosV-rp.
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3.4.3 Inoculacio em plantas indicadoras

Para determinar a gama de hospedeiros do isolado viral PmosV-rp, bem como avaliar
os sintomas causados, efetuou-se a inoculac@o mecanica deste isolado viral nas seguintes
plantas: Chenopodium quinoa, C. amaranthicolor, C. murale, Cucurbita pepo, Cucumis
sativus e C. melo. O inéculo foi preparado pela maceracio de folhas de mamao com sintomas
de infecc¢ao viral pelo PRSV em tampao a frio, conforme citado no item 3.2.1.

As plantas-testes Cucurbita pepo, Cucumis sativus € Cucumis melo foram semeadas
em vasos pléasticos contendo aproximadamente 400 mL da mistura de terra, substrato
Plantmax e adubo descritos abaixo. As plantas das espécies Chenopodium quinoa,
Chenopodium amaranthicolor, Chenopodium murale foram semeadas em vasos plasticos
contendo aproximadamente 200 mL de Plantmax e aproximadamente 2 a 3 semanas apds
germinagdo elas foram transplantadas para vasos com 400 mL da mesma mistura de terra,
substrato e adubo usado para semeadura das cucurbitdceas. O mistura foi preparada pela
homogeneizacdo de 1 saco de 25kg de substrato agricola para semeadura de sementes de
hortalicas, a base de casca de pinus, vermiculita, fibra de coco, e complementos minerais, pH
entre 5,2 e 6,5; 2 latas de terra, e 300g de fertilizante farelado contendo 8% de N; 9% P,Os;
9% K,0; 3% Ca; 2% S; 1% Mg; 0,03% B; 0,005% Co; 0,2% Cu; 0,2% Fe; 0,005% Mo;
0,35% Zn. Apds a germinacdo das cucubitdceas e o transpante das chenopodiaceas, as plantas
indicadoras foram adubadas semanalmente com 1 colher de café de farelo de mamona (5% N)
e = 0,2 g/vaso de adubo 14-14-14 com micromutrientes. A irrigagdo foi realizada diariamente
1 a 3 vezes por dia em fun¢do da necessidade das plantas e condicdes climaticas do dia.

Os sintomas foram observados a cada 5 dias, durante 30 dias, anotando-se os tipos de
sintomas.

Em todos os ensaios foram determinados o ndmero de plantas com presenga ou

auséncia de sintomas de infec¢do viral nas plantas.

3.5 Levantamento do mosaico do mamoeiro em Uberlandia - MG

Para levantamento da ocorréncia do mosaico do mamoeiro no Municipio de
Uberlandia — MG foram coletadas amostras de plantas de mamdo nas localidades de
Miraporanga, Cruzeiro dos Peixotos e Tapuirama, no Instituto Federal do Triangulo Mineiro
(IFTM), na regido do Sobradinho, nas fazendas Agua Limpa, Capim Branco e Gloria, de

propriedade da UFU; e na Vila Maria localizada na regido de Olhos d’Agua, entre abril e
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maio de 2012, geralmente plantas isoladas no quintal de casas da zona rural, provaveis fontes

naturais do PRSV-P.

3.5.1 Procedimentos de amostragem, armazenamento e transporte de amostras

As amostras de folhas de mamoeiro com sintomas de mosaicos foram coletadas em
plantas que visualmente apresentavam a ocorréncia de sintomas de mosaico, deformacgdes
foliares e sintomas no caule, tendo sido coletas uma ou duas amostras em cada local
amostrado. As amostras foram identificadas individualmente, armazenadas em caixa de isopor
com gelo para resfria-las a aproximadamente 4°C, e transportadas para o telado da
Universidade Federal de Uberlandia, onde foram imediatamente inoculadas mecanicamente

via EVT conforme descrito no item 3.2.1.

3.5.2 Diagnose da infeccao viral em amostra foliar de mamoeiro de campo

Para diagnose da virose presente nas plantas de mamoeiro amostradas analisou-se a
infeccdo pela avaliacdo da transmissibilidade mecanica do isolado viral contido em cada
amostra e pela observagao da reac@o de plantas-teste inoculadas no telado.

As mostras de campo foram inoculadas pela técnica de EVT em plantas de Carica
papaya, Cucurbita pepo, Cucumis sativus, € Chenopodium quinoa conforme descrito
anteriormente. As amostras foram identificadas com as letras e nimeros da seguinte forma:
PMV12-1 onde as letras significam virus do mosaico do mamoeiro, os dois primeiros
numeros o ano 2012, e o terceiro numero o numero da amostra coletada. A avaliagdo da
ocorréncia de infecg@o viral e tipos de sintomas nas plantas inoculadas foi realizada a cada 5

dias, até 45 dias ap6s a inoculacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes de transmissao por afideos

Os afideos Myzus persicae € Rhopalosiphum padi transmitiram o PmosV-1 de plantas
de mamoeiro infectado para mamoeiro sadio (Tabelal). Nao foi constada a transmissdao do
virus por Neotoxoptera formosana. A confirmacdo da infec¢do das plantas foi realizada por
observagdes de sintomas e pelo teste de transmissdo mecinica com ETV para mamoeiro. Os
sintomas observados foram a presenga de mosaico, deformagdo do limbo foliar, redu¢do do

crescimento e manchas oleosas no caule (Figura 5).

Tabelal: Resultados de transmissdo do isolado viral PmosV-1 por trés espécies de afideos.

Laboratério de Virologia Vegetal e Fitopatologia, ICIAG, UFU, 2012.

Pulgio Plantas” Sintomas
Myzus persicae (3/4) Mosaico, deformagdo das folhas, manchas
(pulgdo do pessegueiro) oleosas no caule, e reducdo de crescimento.
Rhopalosiphum padi (1/8) Mosaico, deformacao das folhas, manchas
(pulgdo verde dos cereais) oleosas no caule, e reducdo de crescimento.
Neotoxoptera formosana (0/8) Sem sintomas

(pulgdo da cebolinha)

(M(*/**)=[*]- Ndmero de plantas com sintomas; [**]- Ntimero de plantas inoculadas

Figura 5: Sintomas observados no teste de transmissdo do isolado PmosV-1 com
Rhopalosiphum padi (A) Comparacdo entre planta sadia e planta doente,
respectivamente a esquerda e a direita; (B) deformacdo foliar e mosaico;
(C) mosaico; (D) manchas oleosa no caule. Laboratério de Virologia vegetal e
Fitopatologia, ICIAG, UFU, 2012.
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De acordo com Moreira (2009) os sintomas causados pelo PRSV-P em mamoeiro, de
maneira geral, incluem mosaico foliar, que pode estar acompanhado por bolhas de coloracao
verde escura e deformacao do limbo, estrias oleosas na haste e nos peciolos das folhas e anéis
oleosos e, em raros casos, anéis necréticos nos frutos. Portanto, segundo este autor, os
sintomas causados pelo o PmosV-1 em mamoeiro sao tipicos da espécie viral PRSV-P.

O PRSV-P ¢ transmitido naturalmente por mais de 20 diferentes espécies de afideos,
sendo a relagcdo virus vetor do tipo ndo persistente, nao sendo capazes de transmitir o virus
sequencialmente a mais de quatro plantas (KALLESHWARASWAMY; KRISHNA
KUMAR, 2008).

No Brasil ja foram estudadas, com resultados positivos de transmiss@do do PRSV-P, as
espécies de afideos Myzus persicae, Aphis gossypii, A. fabae, A. coreopsidis, A. spiraecola,
Toxoptera citricidus e Uroleucon sp. (COSTA et al., 1969; BARBOSA; PAGUIO, 1982;
MARTINS; VENTURA, 2007). Portanto, a transmissdo do PmosV-1 por afideos,
particularmente Myzus persicae, indica que este isolado pertence a espécie PRSV-P. Além
disto, o periodo de aquisi¢ao de 30 a 60 segundo usado no trabalho, segundo Costa (1998) é
tipico de um relacionamento ndo-circulativo, sub-tipo ndo-persistente, o que concorda com o
tipo de relacionamento virus-vetor do PRSV-P (FAUQUEL et al., 2005 apud CORDOVA,
2010). O presente estudo mostrou também que a espécie Rhopalosiphum padi transmitiu o
isolado PmosV-1 e considerando que este isolado pertence a espécie viral PRSV-P, indica que
0 R. padi pode ser mais uma espécie de afideo transmissora do PRSV-P. Porem ndo existe
registro no Comité Internacional Taxonomia de Virus (ICTV), do R. padi na lista de vetores

do PRSV-P e também nao foi encontrado na literatura que este afideo € vetor do PRSV-P.

4.2  Teste de gama de hospedeiro do isolado PmosV-rp
Os resultados dos sintomas observados nas plantas indicadoras inoculadas
mecanicamente com isolado PmosV-rp encontram se na Tabela 2. Os sintomas apareceram 7
a 15 dias apds a inoculacdo. Das oitos espécies inoculadas, apenas Carica papaya foi
infectada e as cucurbiticeas e chenopodidceas nao apresentaram nenhum sintomas de infeccao
viral. As plantas de mamoeiro inoculadas apresentaram sintomas similares aos observados nas
plantas usados como fonte de indculo.
Os sintomas apresentados foram deformag@o do limbo foliar, mosaico nas folhas e
manchas oleosas no caule. Em relacdo a estes resultados pode ser destacado que o isolado

PmosV-1-rp causou nas plantas de mamoeiro sintomas tipicos da infeccio do PRSV-P em
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Tabela 2: Reacdo das plantas indicadoras inoculados com o isolado viral PmosV-rp.

Laboratério de Virologia vegetal e Fitopatologia, ICIAG, UFU, 2012.

Indicadora Rep 017 Rep 027 Sintomas
Chenopodium quinoa (0/6) (0/6) Sem sintomas
Chenopodium amaranthicolor (0/6) -- Sem sintomas
Chenopodium murale (0/5) -- Sem sintomas
Cucurbita pepo (0/8) (0/8) Sem sintomas
Cucumis sativus (0/8) (0/8) Sem sintomas
Cucumis melo (0/8) (0/8) Sem sintomas
Carica papaya, Mamao Solo (2/2) (1/2) Mosaico e

deformacao foliar

Mosaico e

Carica papaya, Mamao formosa (0/2) (1/2) deformaciio foliar

(*/**) = Ndmero de plantas com sintomas/Nimero de plantas inoculadas

mamoeiro descritos por Moreira (2009), indicando que o isolado viral PmosV-rp pertence a
espécie PRSV.

O PRSV-P ¢é capaz de infectar sistemicamente espécies das familias Caricaceae e
Cucurbitacea e sendo o mamoeiro seu hospedeiro natural de maior importancia (HULL, 2002;
REZENDE; MARTINS, 2005). Considerando que o isolado PmosV-rp infectou Carica
papaya os resultados indicam que o isolado PmosV-rp pertence ao sub tipo P e a espécie viral
PRSV-P. Entretanto nas condicdes deste trabalho este isolado ndo se observou sintomas de
infeccdo viral nas cucurbiticeas testadas.

Capoor e Varma (1958), na India, confirmaram a transmissio do PRSV-P para
Cucurbita maxima, Cucurbita pepo, Citrullus vulgaris, Citrullus fistulosus, Cucumis melo,
Cucumis sativus, Langenaria siceraria, Tricosanthes anguina e Luffa acutangula. Contudo,
segundo Moreira (2009) a susceptibilidade das cucurbiticeas a transmissdo experimental,
mecanica e com afideos, do PRSV-P € varidvel em funcdo da origem do isolado viral e das
espécies/variedades avaliadas.

Por outro lado, os resultados nas cucurbiticeas, plantas da gama de hospedeiro do
PRSV-W (BONILHA, 2007), indica que o isolado viral PmosV-1 ndo pertence esta epécie
viral, pois ndo apresentou sintomas em Cucurbita pepo, Cucumis sativus € Cucumis melo,
plantas que PRSV-W infecta sistemicamente.

Além disso, sob condi¢des experimentais a suscetibilidade a infeccdo do PRSV ¢é

encontrado em poucas familias. Espécies hospedeiras s3o encontradas nas familias
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Caricaceae, Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Leguminosae-Papilionoideae. Dentre as espécies
experimentalmente suscetiveis estio Chenopodium amaranticolor € Chenopodium quinoa
(ICTVdB, 2006). Neste contexto, deve ser analisado que o PmosV-1-rp ndo infectou
Chenopodium quinoa e Chenopodium amaranthicolor (Tabela 2). Mas segundo
Oliveira et al. (2000) as estirpes estudas no Brasil at¢ o momento ndo causaram lesdo local
nas espécies de Chenopodium sp testadas neste trabalho. Portanto os resultados obtidos, em
conjunto com os demais resultados da gama de hospedeiros, indicam que o isolado PmosV-1

pertence a espécies viral Papaya ringspot virus (PRSV), sub tipo P.

4.3. Levantamento do mosaico do mamoeiro no Municipio de Uberlandia - MG

Na Figura 6 sdo indicadas onde foram realizadas as coletas de amostras de mamoeiro
com sintomas de mosaico, deformacdo foliar e manchas de 6leo no caule. Os resultados do
teste de transmissao mecanica e da gama de hospedeiro realizados com as amostras foliares de

mamoeiro com mosaico coletadas em Uberlandia-MG em 2012 sdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 6: Distribui¢do aproximada das amostras de mamoeiro com sintomas de mosaico,
deformacdo foliar e manchas de 6leo no caule coletadas em Uberlandia-MG.
(A) Miraporanga, (B) Cruzeiros do Peixotos, (C) IFTM e Sobradinho,
(D) Fazenda Agua Limpa — UFU, (E) Tapuirama, (F) Vila Maria, (G) Fazenda
Capim Branco - UFU e (H) Fazenda do Gloria — UFU. Laboratdrio de Virologia
vegetal e Fitopatologia, ICIAG, UFU, 2012

Observa-se na Tabela 3 que as amostras PMV12-01, PMV12-02, PMV12-04 e
PMV12-12, apresentaram resultados de infec¢do viral em mamoeiro (Carica payaya) pela
transmissao mecanica do virus contido em cada uma destas amostras para as plantas-teste de

mamoeiro, correspondendo a aproximadamente 36,3% das amostras analisadas. Este resultado
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Tabela 3: Diagnose do mosaico do mamoeiro em amostras de campo pela inoculagdo
mecanica em plantas indicadoras via extrato vegetal tamponado. Laboratério de

Virologia vegetal e Fitopatologia, ICIAG, UFU, 2012.

Amostras Local de coleta Caricg/**) C”c”’({’,ii‘f C{tcul?*;;g*) Chei'wp "fffﬁ?’

papaya pepo sativus quinoa
PMV12-01 Miraporanga (2/3) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-02 Miraporanga (2/3) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-03 Cruzeiro dos Peixotos (0/3) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-04 Cruzeiro dos Peixotos (1/3) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-05 IFTM (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-06 Sobradinho (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-07 Faz. Agua Limpa -UFU (0/2) (0/2) (072) (072)
PMV12-08 Tapuirama (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-09 Tapuirama (0/2) (0/2) (072) (072)
PMV12-10 Vila Maria (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-11 Faz. Capim Branco-UFU (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)
PMV12-12 Faz. do Gloria -UFU (172) (0/2) (072) (072)

IFTM = Instituto Federal de Educacdo do Tridngulo Mineiro

(*/**) = Numero de plantas com sintomas/ Nimero de plantas inoculadas.

combinado aos resultados nas demais indicadoras testadas indicam que o mosaico do
mamoeiro ocorre em Uberlandia nas localidades de Miraporanga e Cruzeiro dos Peixotos, € na
Fazenda do Gloria- UFU. Eles também indicam que estes isolados pertencem a espécies viral Papaya
ringspot virus (PRSV), sub tipo P.

Quanto as amostras PMV12-03, PMV12-05, PMV12-06, PMV12-07, PMV12-08,
PMV12-09, PMV12-10, PMV12-11, os resultados foram negativo para transmissdao de virus
em todas as plantas utilizadas no teste. Estes resultados sugerem que o mosaico do mamoeiro
ndo ocorre nestas amostras, mas tais resultados podem ser devido a dificuldade de transmissao
de virus pois em extrato muito concentrado a papaina pode ter comprometido a viabilidade
das particulas virais e em extrato muito diluido a efici€ncia de transmissdo mecanica do virus
presente na amostra € muito baixa. Outro aspecto que pode ter comprometido a detecgao de
virus nestas amostras € o pequeno nuimero de plantas-teste utilizadas para cada espécie

indicadora
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5 CONCLUSOES

Nos testes de transmissao por afideos ficou comprovado que o isolado PmosV-1 foi
transmitido pelos afideos Myzus persicae € Rhopalosiphum padi, com relacao virus-vetor do
tipo ndo-circulativo e ndo-persistente.

O mamoeiro Carica papaya, tipo Papaya e Formosa € infectado pelo isolado viral
PmosV-1.

As plantas indicadoras Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranthicolor,
Chenopodium murale, Cucurbita pepo, Cucumis sativus € Cucumis melo nao foram infectadas
pelo isolado PmosV-1.

Os resultados da transmissdo por afideos e a gama de hospedeiro parcial indicaram
que o isolado PmosV-1 pertence a espécies viral Papaya ringspot virus (PRVS), subtipo P.

O levantamento de campo indicou a ocorréncia do mosaico do mamoeiro em
Uberlandia, MG, nas localidades de Miraporanga e Cruzeiros dos Peixotos e na Fazenda do
Gloria —UFU, e a gama de hospedeiros destas amostras indicou que elas pertencem a espécie

Papaya ringspot virus (PRSV), subtipo P.
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