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RESUMO

A meleira do mamoeiro € causada pelo Papaya meleira virus (PMeV), de genoma de
dsRNA, que induz uma exsudac¢éo espontanea de latex fluido a partir de frutos e folhas.
Inicialmente, objetivou-se estabelecer uma metodologia molecular simplificada para o
diagnéstico precoce do virus. A metodologia baseou-se na extracdo e andlise do
dsRNA viral, a partir de latex e tecidos da planta. A transmissdo do virus pela mosca-
branca Trialeurodes variabilis foi avaliada, observando-se que o inseto néo transmitiu o
virus, embora tenha sido capaz de adquiri-lo a partir de mamoeiros infectados. Foi
confirmado que a infec¢do ocorre quando o latex infectado € injetado no apice do caule
do mamoeiro. A avaliacdo da distribuicdo do PMeV em mamoeiros em diferentes fases
da infeccdo revelou a ocorréncia do virus, principalmente, nos 0Orgdos ricos em
laticiferos. Neste tipo de célula, o virus reduziu a quantidade e alterou a morfologia
superficial dos polimeros presentes no latex, ligando-se fortemente a estes polimeros.
O PMeV induziu um acumulo dos elementos potassio e fésforo no latex, que também
apresentou teores mais elevados de agua. Observou-se também no latex infectado a
sintese de alcaldides e um acumulo de cristais de oxalato de calcio. Este acumulo foi
positivamente correlacionado com a sintese de H,O; nos laticiferos de plantas doentes,
que também foi observada nas células companheiras do floema. Os resultados obtidos
sugerem a existéncia de um mecanismo de defesa do mamoeiro contra o PMeV que

envolve a sintese de H,O; pelos laticiferos e células do floema.

Palavras-chave: estresse biético; fitopatologia; fisiologia vegetal; doencas.



ABSTRACT

‘Papaya sticky disease’ is caused by Papaya meleira virus (PMeV) which has a dsRNA
molecule as genome. It induces an exudation of fluid latex from the fruits and leaves.
Initially, this work aimed to establish an easy molecular diagnostic method to early virus
detection. The established method was based on virus dsRNA extraction from papaya
latex and tissues. Afterwards, the PMeV transmission by Trialeurodes variabilis whitefly
was evaluated. Our observation was that as far as the insect carried the virus, it did not
transmit it to the papaya plant. We also established that PMeV infection occurs only
when latex from diseased plants was injected in healthy ones. The evaluation of PMeV
allocation within papaya at different infection stages demonstrated that the virus was
present mainly in laticifers richly tissues. In this cell type, the virus strongly reduced the
amount of latex polymers, also altering their superficial morphology. Using transmission
electron microscopy, PMeV was observed strongly linked to the polymers. The virus
induced an increase in water and potassium and phosphorous elements levels in the
latex. Also, it was observed an increase in alkaloids and calcium oxalate crystal
accumulation. This accumulation was positively correlated with H,O, synthesis, which
was also observed at phloem companion cells. Taken together, these results suggest
the existence of papaya defense mechanism against PMeV involving the H,O, synthesis

by laticifers and phloem cells.

Keywords: papaya disease; biotic stress; plant physiology; phytopathology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mapa do Estado do Espirito SantO...........cccceeeeevivvvieieiiiiinnnnns

Figura 2 -Principais sintomas da meleira do mamoeiro...........cccccc..uuuu...

Figura 3 - Vias de sintese e degradacédo de peréxido

de hidrogénio (H202) em células vegetais...............cceevvvvvrnnnnnn

Figura 4 — Representacédo esquematica do procedimento de

extracdo de dsRNA pelo método cromatografico,

a partir de tecidos VEQELalS. ...........uuuvviiiiiiiiiieiiiieeeee e

Figura 5 — Representacédo esquematica do procedimento

proposto neste trabalho para a extracao de dsRNA

do PMeV a partir de tecidos do mamoeiro................ccuuvvunnnnee.

Figura 6 - Representacdo esquematica do

experimento de transmissédo do PMeV

pela mosca T. variabiliS.............ccco e,

Figura 7 — Representacdo esquematica das partes da

semente do mamoeiro em corte longitudinal.........................

Figura 8 - Avaliacdo de diferentes tratamentos sobre a
integridade de acidos nucléicos presentes no

latex do mamoeiro e extracdo destes acidos

52



nucléicos, utilizando-se solventes organicos............c..cevvvvvvciiiiiieeeeeennn.

Figura 9 - Tratamento enzimético dos acidos nucléicos
extraidos a partir do latex de
MAMOEGITO COM MEIBITAL . .eeeiiiiiiiiiiieie e 53
Figura 10 - Avaliacdo das condi¢des de diluicdo e do
tempo de armazenamento do latex sobre
a integridade do dSRNA dO PMEV.........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiei 54
Figura 11 - Acidos nucléicos extraidos a partir do
latex de mamoeiro com meleira e
tratamento destes COmM DNASE l.........coooviiiiiiiiiiiiiiiii e, 55
Figura 12 - Extracdo de dsRNA & partir dos tecidos
do mamoeiro, utilizando-se o método cromatografico....................... 56
Figura 13 - Extracdo de dsRNA a partir dos tecidos
do mamoeiro, utilizando-se o método
Proposto neste trabalno..........ooooiiiiiiiiii 57
Figura 14 - Avaliacédo de diferentes métodos de
inoculacéo do PMeV através de
ferimentos nos tecidos das plantas..........cccovveeeiiiiiiiieeeeiiin 60

Figura 15 - Avaliagdo da capacidade de transmisséo do PMeV 62



para diferentes cultivares de mamoeiros pela mosca

T. variabilis, sob condi¢des controladas...............ccoeevvvivvviiiiiiieeneennn.
Figura 16 - Deteccdo do dsRNA do PMeV no latex

coletado a partir de diferentes érgao do

mamoeiro, em diferentes fases da iNnfeCCao.........cccceevvvvieeieniiiieiennnnn, 64
Figura 17 - Deteccéo do dsRNA do PMeV em diferentes

tecidos de mamoeiros com meleira.........ccoceveeeeeiiiiiiieiiiiiiicee e 66
Figura 18 - Identificagéo dos tecidos do caule do mamoeiro...........c..eeeevveeeeeeennn. 67

Figura 19 - Deteccéo do dsRNA do PMeV

em sementes dO MAMOEIIO. ... ...uuuriiriiiiieeeeeeeee e e 68
Figura 20 - Histoquimica do latex do mamoeiro...........ccceeeeeeeeeeiicicciiiiiiiiieeee 71
Figura 21- Histoquimica do latex do mamoeiro.............cceeeriiieiiiiieeniiiiiieeee e 72

Figura 22 - Reacao de marcacao do H,0O,
produzido pelos tecidos vegetais, utilizando
o reagente DAB (3,3 -diaminobenzidina)
COMO SUDSIIALO......oii ittt e e 73
Figura 23 - Deteccéo dos sitios de producao
de H»0O; nos tecidos do mamoeiro,

utilizando-se 0 reagente DAB...........oooiiiiiiiiiiiii e 75



Figura 24 - Anélise do latex do mamoeiro por
microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Figura 25 - Composicao elementar dos polimeros
presentes no latex do mamoeiro................

Figura 26 - Analise do latex do mamoeiro por

microscopia eletrénica de transmissao (MET)...........ccceeevvvivvvvieiinnnnn,



SUMARIO

L INTRODUGAO........eecee ettt ettt ettt ettt et e ettt et esaeereeae e 17

1.1 PRODUCAO DE MAMAO (CARICA PAPAYA L.) NO BRASIL E NO ESTADO

DO ESPIRITO SANTO ...ttt esesse e sesnesesesesene e 17
1.2 MELEIRA DO MAMOEIRO. ... .ottt ennes 19
A RS 1 (0] 4 = L PP PPPPPPPPPPRPPPPPPPPOTN 19
1.2.2 DistribUIGAO gEOGIASICA. ......ceeeeeeeeeee i 21
1.2.3 EHIOIOQIA. ... a e e e e 21
1.2.4 HOSPEAEIIrOS 0O PMEV ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e eeaaennnnnnnnns 23
1.2.5 TransmiSSE0 00 PMEV ..ottt 23
1.2.6 Distribuicio do PMeV €mM MamOEII0S...........ooeiieiiiiiiiiiiiiiieiieiie e e e e e e e e 25
1.2.7 MANEJO A8 MEICITAL ....eeiiiiieiieie et 27
1.3 RESPOSTAS DE DEFESA DE PLANTA . ..o 30
1.3.1 RESPOSIAS PHMANTAS. .....evviiiiiiiiiiiiie e e e e e ee et e e e e e e e e e e e e e e e e e eer e 31
1.3.2 RESPOSIAS SECUNUANIAS. .. uvvvriiieiiiiiiiiiiieeee e e e e e eesesie bbbt eeeeeeaeaaaaeeeeaeseanannnnes 33
2 OBUIETIVOS. .. et e e ettt e ettt e et eeaaaaas 35
2.1 OBIETIVO GERAL. ...t 35

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ciiitieeteeeeeeee et 35



3 MATERIAL E METODOS........oiitiieieeieeeeee ettt 36

3.1 MATERIAL VEGETAL. ...t 36
3.2 EXTRACAO DO dSRNA A PARTIR DO LATEX......cocviiieieeeieeieeeeee e 36
3.2.1 Avaliacédo de diferentes solucdes sobre a fluidez do latex................ccceee. 36
3.2.2 EXtrac8o dO ASRNA . ..ottt e e e e e e e e e e e e e e 36
3.2.3 Avaliacao das condi¢des de armazenamento do latex............ccoevvvvvvvivninennn. 37
3.3 EXTRACAO DO dsRNA A PARTIR DOS TECIDOS VEGETAIS.........ccccceeveuae. 37
3.3.1 Método CromatOgrafiCO........uuiiiiiiiiiiiiiie e 37
3.3.2 Método proposto neste trabalno..........ccoooiiiiiiiiiiiiie e 39
3.4 TRATAMENTO ENZIMATICO.....coiiiiieieeeeeete ettt 40
3.5 ANALISE POR ELETROFORESE HORIZONTAL......covivieeieeeeeeeecee e 40
3.6 AVALIACAO DE DIFERENTES METODOS DE INOCULACAO DO PMeV....... 40

3.7 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE TRANSMISSAO DO PMEV PELA
MOSCA BRANCA T. VARIABILIS.....ootiii e 41

3.8 DISTRIBUICAO DO PMeV EM DIFERENTES FASES DA INFECCAO:

ANALISE DO LATEX .ottt ettt ettt et 42
3.9 DISTRIBUICAO DO PMeV NA PLANTA: ANALISE DOS TECIDOS.................. 43
3.10 ANALISE HISTOQUIMICA DO LATEX ...ui it oot e, 44

3.10.1 AICAIOITES. . . et e e 44



3.10.2 AGUCArES FEAULOIES........ceeeeieeeiietteee e e e e e e e e e e e e e ettt s e e e e e e e aaaeeeeeeennnns 45

G 0 Y 11 o o TP PPUUPPUUPPPPP 45
3.10.4 PrOtRINAS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e naees 45
I 0 R I o o =T oL PP PR PP 46
3.10.6 COMPOSLOS fFENOIICOS. ... .ciiiieiie e 46
3.10.7 Cristais de oxalato de CAICIO...........ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 46

3.11 DETECCAO DE H,0, TECIDUAL UTILIZANDO DAB (3,3'-

DIAMINOBENZIDINA)....cceeeetttttttaaaa e e e e e e e e e e e e et eeeatttassaass s e e e e e eeaaeaaaeeeeeessssssnnnnnaaeeaeas 46
3.12 ANALISE BIOQUIMICA DO LATEX ..ottt 47
TNt 2 = To 1 o L= =T U - USSR 47
BuL2.2 PHe ettt 47
3.12.3 Teor total de ProteiNAS.........cuiiii i 47
3.12.4 Teor total de AGUCAIES...........cuveeeiiiiiiiiie e e e e e e e et e et s e e e e e e e eeeaeeeenennnes 48

3.13 QUANTIFICACAO DE ELEMENTOS QUIMICOS PRESENTES NO LATEX.... 48

3.14 ANALISES MICROSCOPICAS DO LATEX E TECIDOS DA PLANTA.............. 49
3.14.1 MiICrOSCOPIA OPLICA. ....eiueteiieeeee e ettt e e e ettt e e et e e e e e e e e e s sabbneeeaeeeaans 49
3.14.2 MIiCroScopia €letrONICaA. ...........cuuuuuruuiiiiiiie e ee et e e e e e e e e e e e e eeaaenne 49
3.15 ANALISES ESTATISTICAS. .....oouiictieeee ettt 50

4 RESULTADOS. ...ttt e e e e e 51



4.1 DIAGNOSTICO DO PMEV......ocioiitiieieeiee ettt 51

4.1.1 Extrac8o do dSRNA a partir do [AteX........cccceeveiiiiiiiiiiiicicee e, 51
4.1.2 Avaliagdo das condi¢cfes de armazenamento do I&teX..........cccvveveeeiiiiiiinnnenn. 53
4.1.3 Extrag&o do dsRNA a partir dos teCidoSs VEegetaiS. ........ccuvvveeeeeeiririiiniiiiiiinnnee 55
4.1.3.1 Método CromatOgrafiCO.........uuuuuuuuriiiiiiiiee e e e e e e et ss e s e e e e e e e e e e eeeaeeeaennes 55
4.1.3.2 Método proposto neste trabalho.............ccccoovviiiiiiiiii 57
4.2 TRANSMISSAO DO PMEV ...ttt 58
4.2.1 AVALIACAO DE DIFERENTES METODOS DE INOCULACAO...........c.cc......... 58

4.2.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE TRANSMISSAO PELA MOSCA

BRANCA T. VariabiliS.......coooiiiiiieieeiee e 61
4.3 DISTRIBUICAO DO PMeV EM MAMOEIROS........ccooveeeieeeeceeeee s ee e, 63
4.3.1 Distribuicdo em diferentes fases da INfECCE0.............ooovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 63
4.3.2 Distribuicdo do virus na planta: analise dos tecidos.............cccceeeieiiiiiiiieeeeeeen, 65
4.4 INTERACAO PMeV VERSUS MAMOEIROS.........ccoceeveieeeteceeeeeeeee st 69
4.4.1 TeSteS NiIStOQUIMICOS. ....uuuuiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e eannnnes 69
4.4.1.1 HiStoqUIMICA 0O TALEX........eeiieiiiiiiiiiiie et e e e e 69
V2 o 2 D 1= (=Tt ox= To o =T o Y @ 2 (=T or o [ - | 73
4.4.2 Dosagens de compostos bioquimicos do JateX............uvvviiiiiiiiieeeiiiieeieeeiiis 76
4.4.3 Quantificacdo de elementos quimicos presentes No lateX............cccceeevveiiinnnns 78

4.4.4 Analises do latex por microscopia eletroniCa.........ccccoovvivvieeeeeiiiiiiiiie e 78



B DISCUSSAOD ..ottt 82

5.1 DIAGNOSTICO DO PMEV......oeiieeeeieeteceeeieieeeeeeteeeeeete e steeaeeaee e sae e sae s e sseanes 82
5.1.1 DiagnOstico @ Partir O JALEX.......uevviiiiieieeeeieeeeeee e e e e e 82
5.1.2 DiagnNOStICO NOS tECIAOS. ....ceiiiiiiiiiiiie ettt e e 85
5.2 TRANSMISSAO DO PMEV......ooieeeieeteeeeeeeeeeeeteeteeee e eteeae e e s e saesaeeaesesesre e 86
5.2.1 Avaliacdo de diferentes métodos de inoculagao............ccccccvvveciiiieenieeeeeeenn. 86
5.2.2 Avaliagdo da capacidade de transmisséo pela mosca branca T. variabilis...... 88
5.3 DISTRIBUIQAO DO PMeV EM MAMOEIROS........coiiieiieeeee e 89
5.4 INTERACAO PMeV VERSUS MAMOEIROS........cccoveeeeeteeteeeeeeeeeete e 91
5.4.1 Influéncias sobre a bioquimica do IateX.............euvviiiiiiiiiiiiiin 91
5.4.2 Influéncia sobre o potencial osmotico dos laticiferos e fluidez do latex............ 93
6 CONCLUSOES. ..ottt ettt en e 95

7 REFERENCIAS.......ocoiiititeteetetee ettt ettt ettt 97



17

1 INTRODUCAO

1.1 PRODUGAO DE MAMAO (Carica papaya L.) NO BRASIL E NO ESTADO DO
ESPIRITO SANTO

A fruticultura brasileira apresentou um grande avango nos ultimos anos devido,
principalmente, a disponibilidade de novas tecnologias de produgdo que favoreceram,
entre outros aspectos, um aumento na produgéo e exportagao de frutos (LIMA, 2001). O
Brasil ocupa o primeiro lugar na produgdo de mamé&o, com cerca de 3.500.000
toneladas (t) produzidas em 2002. Neste mesmo ano, a india produziu
aproximadamente 1.820.000 t, seguida pela Nigéria, com 748.000 t, paises que ocupam
0 segundo e terceiro lugares em producédo, respectivamente. Entretanto, considerando
a elevada exigéncia do mercado externo, o montante do mamao brasileiro exportado foi
de apenas 23.000 t, volume abaixo daqueles apresentados pelo México (69.000 t) e
Malasia (54.000 t), os dois principais exportadores de mamao (FAO, 2002).

Na década de 70, as areas brasileiras produtoras de maméao localizavam-se nos
Estados de Sao Paulo, onde estavam concentrados os maiores pomares do Brasil, Rio
de Janeiro e Para. Por volta de 1967, o surgimento do mosaico do mamoeiro, causado
pelo Papaya ringspot virus (PRSV-p), induziu a migracdo da cultura para diferentes
regidbes do pais. Dessa forma, plantacbes de maméao foram estabelecidas,
principalmente, nos Estados da Bahia e do Espirito Santo, que juntos representam mais
de 70% da area produtora deste fruto (RUGGIERO et al., 2003). O Estado do Rio
Grande do Norte também merece destaque por apresentar, nos ultimos anos, um
significativo crescimento desta cultura, apds sediar a instalagdo de grandes empresas
capixabas produtoras de mamao (Caliman Agricola S.A. e Gaia Importacdo e
Exportacao Ltda.) (MARTINS, 2003).

No Espirito Santo, a area cultivada com mamoeiro ultrapassa 10 mil hectares,
concentrando-se principalmente nos municipios da Regido Norte (Figura 1). O Estado é
o principal exportador nacional de mamao, respondendo por 70% da quantidade dos
frutos exportados em 2005, de acordo com dados do INCAPER. Em 1998, a
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Ecoporanga

RIO DE JANEIRO

Figura 1 - Mapa do Estado do Espirito Santo, com destaque, em cinza, para os municipios
produtores de mamao do Norte do Estado (PRATES, 2005).
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implantacdo do Sistema de Mitigacao de Riscos (Systems Approach), que assegura a
eliminacdo das moscas-das-frutas sem o uso de agroquimicos, adequou 0 mamao
capixaba as normas de exportagdo norte americanas (APHIS/USDA), liberando as
exportagdes para os Estados Unidos (PRATES, 2005). Adicionalmente, desde 2000, o
cultivo de mamao vem sendo feito no sistema de Producéo Integrada de Frutas (PIF)
que objetiva a producado econémica de frutos de alta qualidade através de métodos que
minimizam os efeitos colaterais do uso de agroquimicos para o ambiente e para a
saude humana, expandindo as exportagcdes capixabas para o comércio europeu
(MARTINS, 2003). Por outro lado, alguns fatores limitam a produgdo de mamao,
acarretando severas perdas na produgao, comercializacdo e exportacdo de frutos in
natura. Entre eles destacam-se economicamente as doengas, cuja ocorréncia pode
chegar a 100% em algumas plantagdes. Uma das principais doengas que afetam as
plantacbes de mamao no Brasil € conhecida como meleira do mamoeiro, causada pelo
Papaya meleira virus (PMeV) (VENTURA et al., 2003).

1.2 MELEIRA DO MAMOEIRO

1.2.1 Sintomas

Os primeiros sintomas da meleira sdo a queima e deformacgdes nas bordas de folhas
jovens (Figura 2A). Estes sintomas devem-se a necrose das pontas das folhas
ocasionada pela exsudagao de latex translucido e pouco viscoso, se comparado ao
latex “leitoso” de plantas sadias, seguida de oxidagcdo do latex em contato com o ar. A
exsudacdo também ocorre na superficie dos frutos, conferindo-lhes um aspecto
‘melado” (Figura 2B), originando o nome da doenca. Os frutos podem também
apresentar manchas zonadas superficiais de cor verde-clara (VENTURA et al., 2001). O
sabor e a consisténcia dos frutos sado alterados, tornando-os impréprios ao comeércio
(VENTURA; COSTA, 2002).
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A) ) ®)

Figura 2 - Principais sintomas da meleira do mamoeiro. (A) Queima na ponta das folhas jovens.
(B) Exsudagéo espontanea de latex aquoso na superficie dos frutos. Note o latex oxidado, ao
lado esquerdo do fruto, com um aspecto “melado” (VENTURA et al., 2001).

Diferente do observado em plantas sadias, as plantas com meleira exsudam latex
espontaneamente, sugerindo alguma influéncia do PMeV sobre os laticiferos do
mamoeiro, alterando possivelmente o potencial osmaético dessas células. O processo de
exsudagao do latex estd diretamente relacionado com a pressédo de turgéncia dentro
dos laticiferos (MOUTIN et al., 1999), que por sua vez ¢€ influenciada pelos
componentes do latex, como ions e compostos organicos (HUNTER, 1994). O virus
parece também dificultar o processo de coagulagao do latex, que ocorre rapidamente
quando o mesmo é exsudado a partir de tecidos sadios (MELO; RIGGIERO, 1988;
MOUTIN et al., 1999). Curiosamente, todos estes sintomas descritos manifestam-se
apenas apos a fase de sexagem dos mamoeiros infectados (VENTURA et al., 2001;
VENTURA; COSTA, 2002).
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1.2.2 Distribuicdo geografica

A ocorréncia da meleira foi notada pelos produtores de mamao do Sul da Bahia na
década de 70, embora pouca importancia tenha sido atribuida a doenca (VENTURA et
al., 2003). Na década seguinte, foram feitos os primeiros relatos oficiais da ocorréncia
de meleira em pomares comerciais do municipio de Teixeira de Freitas (BA)
(NAKAGAWA et al., 1987; CORREA et al., 1988). No Espirito Santo, a doenga ocorre
desde 1984, embora tenha sido registrada oficialmente apenas em 1989 (RODRIGUES
et al., 1989a). Atualmente, além dos estados do Espirito Santo e da Bahia, a meleira
pode ser detectada em alguns municipios de Minas Gerais, Ceara, Pernambuco e Rio
Grande do Norte (VENTURA et al., 2003).

1.2.3 Etiologia

Primeiramente, os sintomas da meleira foram atribuidos a um disturbio na absorgao de
calcio e boro, associado a estresse hidrico resultante da falta de agua no solo
(NAKAGAWA et al., 1987). Ja Correa e outros (1988) associaram a doenga a um
desbalanciamento de bases trocaveis no solo. Além dos fatores abiéticos, foi sugerido o
envolvimento de microorganismos na inducdo dos sintomas da meleira, apos o
isolamento de bactérias do género Bartonellla a partir de plantas doentes (AKIBA,

1989). A patogenicidade dessas bactérias, entretanto, ndo foi comprovada.

Em um trabalho preliminar, a exsudagdo de latex fluido foi observada a partir de
mamoeiros inicialmente sadios, cerca de 2 ou 3 meses apds sofrerem a inoculagao de
latex coletado a partir de plantas doentes (RODRIGUES et al., 1989b). Posteriormente,
com a maior compreensao da sintomatologia da doenga, verificou-se que 45 dias apos
a inoculagao de latex infectado, plantas inicialmente sadias apresentavam os primeiros
sintomas da meleira (VENTURA et al., 2001), sugerindo que o agente causador da
doenca estivesse presente no latex das plantas. A partir disto, o latex de folhas e frutos
de plantas doentes foi analisado, indicando a presenca de particulas isométricas de

aproximadamente 50 nm de didmetro, através de microscopia eletrdnica, € uma banda
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de RNA dupla-fita (dsRNA) com aproximadamente 12.000 pares de bases (pb)
(KITAJIMA et al., 1993). Neste mesmo trabalho foi proposto que um virus seria o agente
causador da meleira. Finalmente, a etiologia viral da doenga foi confirmada apos
purificacdo das particulas isométricas presentes no latex, seguida de inoculagdo das
particulas em mamoeiros sadios, que se tornaram doentes (ZAMBOLIM et al., 2003).
Moléculas de dsRNA de 12.000 pb também foram extraidas a partir das particulas
purificadas, fortalecendo a idéia de que o PMeV possui um genoma permanente de
dsRNA.

A ocorréncia de dsRNA como genoma € um aspecto incomum entre os virus de planta,
que apresentam, na grande maioria dos casos, um genoma composto por RNA fita
simples (ssRNA), nas formas mensageiro sense (ssRNA+) ou mensageiro anti-sense
(ssRNA-). Outros virus possuem ainda genoma de DNA fita simples (ssDNA) ou fita
dupla (dsDNA). Os virus de dsRNA representam um pequeno grupo entre as viroses de
planta, agrupados nas Familias Reoviridae, Birnaviridae e Cystoviridae. Estes também
sdo capazes de infectar vertebrados, invertebrados, fungos e bactérias (FAUQUET,
1994).

Como observado para outros virus, os de dsRNA possuem uma capa protéica,
chamada capsideo, que atua, principalmente, protegendo o genoma viral (REINISCH,
2002). A interagédo entre as proteinas capsidiais e a associagdo do genoma do virus
com estas proteinas estabiliza fortemente a estrutura do capsideo (GASPAR et al.,
1997). Durante todo o ciclo de vida dos virus de dsRNA o seu genoma permanece
dentro do capsideo, que é formado por algumas camadas de proteinas, sendo que a
mais interna delas atua como um nucleo em miniatura. Este nucleo possui uma enzima
polimerase (RNA-dependent RNA polymerase — RdRP), que produz novos dsRNAs
durante a replicagéo do virus. As RdRPs também integram um complexo de transcrigao
responsavel pela sintese e processamento dos RNAs mensageiros, que comandam a

producao de proteinas virais no citoplasma das células hospedeiras (REINISCH, 2002).
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1.2.4 Hospedeiros do PMeV

Além de C. papaya, moléculas de dsRNA, semelhantes aquelas associadas a meleira,
foram extraidas a partir de gramineas da espécie Trichacne insulares (capim-agu) e
Brachiaria decumbens (capim-braquiaria), presentes em pomares de mam&o com
plantas infectadas pela meleira no Sul da Bahia (BARBOSA et al., 1999b). Em outro
trabalho, através da inoculagdo mecanica de latex coletado a partir de plantas doentes,
47 diferentes espécies vegetais foram avaliadas quanto a susceptibilidade ao PMeV:
Acanthospermum hispidum, Amaranthus deflexus, Bidens pilosa, B. decumbens,
Canavalia ensiformis, Capsicum annum, C. papaya, Cenchrus echinatus, Chamaesyce
hirta, Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Commelina benghalensis, Cucumis
sativus, C. anguria, Cucurbita pepo, Datura stramonium, Emilia sonchifolia, Euphorbia
heterophylla, Galinsoga ciliata, Gomphrena globosa, Glycine max, Helianthus annuus,
Hibiscus esculetus, Ipomoea acuminata, |. setosa, Lactuca sativa, Leonotis
nepetaefolia, Leonurus sibiricus, Lycopersicon esculentum, Nicotiana tabacum, N.
glutinosa, N. benthamiana, Panicum maximum, Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,
Portulaca oleracea, Raphanus segetum, Ricinus communis, Senna obtusifolia, Sida
rhombifolia,, Solanum americanum, Sonchus oleraceus, Stilozobium sp., Vicia faba,
Vigna sinemsis e V. unguiculata (ZAMBOLIM et al., 2003). Entre estas espécies,
apenas C. papaya e B. decumbens apresentaram o dsRNA do PMeV, confirmando os
resultados descritos por Barbosa e outros (1999b). Entretanto, os sintomas atribuidos a
meleira ndo foram verificados a partir de B. decumbens. Esses resultados sugerem um

grau elevado de especificidade do PMeV para C. papaya.

1.2.5 Transmissao do PMeV

A transmissao das viroses de planta pode ser artificial ou natural, compreendendo trés
processos: 1) aquisigdo, a partir de uma fonte de ino6culo, 2) transporte até um
hospedeiro compativel, e 3) inoculagédo do virus neste hospedeiro. Uma fonte de in6culo

consideravel do PMeV é representada pelo latex de mamoeiros com meleira, ja que o
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virus encontra-se em alta concentracdo neste exsudado (KITAJIMA et al., 1993;
ZAMBOLIM et al., 2003).

Observagbes de campo demonstram que os mamoeiros infectados pelo PMeV
apresentam distribuicdo agregada na plantagcdo, ao longo das linhas de plantio,
sugerindo que a transmissdo do virus também ocorra durante os tratos culturais,
através de ferimentos nas plantas seguidos de inoculacdo de latex infectado
(VENTURA et al., 2003). Estes ferimentos podem ser provocados, por exemplo, durante
os procedimentos de desbaste de brotos e raleio de frutos, com o uso de ferramentas
de corte ou através do movimento de tratores durante a colheita, que, por abraséo,
causa lesbes nas folhas das plantas. Contudo, o papel desses processos na

disseminacao do PMeV permanece desconhecido.

Alternativamente, as viroses de plantas podem ser transmitidas naturalmente, durante a
sua propagacgao, através de mudas, provenientes de plantas infectadas, ou mesmo
através de sementes. Esta ultima via é utilizada por 20% dos virus conhecidos (MINK,
1993), que podem chegar até os tecidos reprodutivos da planta através dos gametas
masculinos (grédos de pdlen) ou durante o desenvolvimento embrionario. Foi
demonstrado por Wang e Maule (1994) que o suspensério da semente, estrutura
responsavel pelo transporte de nutrientes da planta até o embrido, € uma via importante
utilizada por alguns virus. Contudo, a transmiss&o natural da maioria das viroses é feita

por vetores, que podem ser fungos, nematoides ou, principalmente, artropodes.

Os vetores das viroses de plantas sdo capazes de romper a barreira composta pela
parede celular e a membrana plasmatica das células vegetais, mantendo as células
viaveis na maioria das vezes (CARRINGTON et al., 1996). Nos insetos vetores, as
particulas virais podem permanecer na superficie do aparelho bucal por poucos minutos
(virus néo-persistentes), por alguns dias ou semanas (virus semi-persistentes) ou,
mesmo, por toda a vida do vetor (virus persistentes). Apenas os virus persistentes se
utilizam das células do vetor para a replicacdo, embora todos os tipos de relagao
virus/inseto vetor sejam altamente complexos (GRAY; BARNEJEE, 1999). Alguns
insetos, assim como o0s nematdides, possuem aparelho bucal do tipo

perfurador/sugador e se alimentam da seiva da planta apés romperem o tecido vegetal
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através da agao de enzimas ou por forca mecanica (HUNTER; ULLMAN, 1992). As

particulas sio liberadas a partir do vetor, no citoplasma das células.

O envolvimento de alguns insetos na transmissdo do PMeV foi avaliado por Vidal e
outros (2003). Sob condigbes controladas, as espécies Toxoptera citricidus e Myzus
persicae (pulgbes), Empoasca bordia (cigarrinha) e Bemisia tabaci (mosca-branca)
foram testadas utilizando-se mudas de mamao (cv. Golden) inoculadas com o virus e
mudas sadias. As espécies de pulgdo (T. citricidus e M. persicae) e cigarrinha (E.
bordia) ndo foram capazes de transmitir o PMeV. No entanto, foi verificada a correlagéo
positiva entre as curvas de flutuagdo populacional de cigarrinhas e a ocorréncia da
meleira em plantacbes de mamao no Estado do Espirito Santo (LIMA et al., 2003).
Diferentemente, todas as plantas infestadas por B. tabaci apresentaram o dsRNA do
PMeV trés meses apos exposicdo as moscas (VIDAL et al., 2003). Este resultado esta
de acordo com avaliagdes feitas abordando a transmissdo de outras viroses, na qual
observou-se que as moscas-brancas (Hemiptera: Aleyrodidae) sado vetores eficientes de
viroses de planta (VALVERDE et al., 2004). No mesmo trabalho, os autores destacam
as especies B. tabaci, Trialeurodes vaporariorum e T. abutilonea. Recentemente, altas
populacdes da espécie Trialeurodes variabilis foram descritas ocorrendo em plantacdes
de mamao de seis localidades no Estado do Espirito Santo (CULIK et al., 2004). O
monitoramento da flutuagdo da populagao desta espécie ao longo do ano e a incidéncia
de meleira, mostrou que aumentos no numero de moscas aparentemente ndo estavam
relacionados aos picos de incidéncia da doenga (ANDRADE et al., 2003). Entretanto,
experimentos controlados avaliando a capacidade vetorial de T. variabilis ainda nao

foram desenvolvidos.

1.2.6 Distribuicdo do PMeV em mamoeiros

Uma vez transmitidos para um hospedeiro compativel, os virus dao inicio a um
processo infeccioso a partir das células onde foram depositados, regido chamada sitio
de inoculacdo. Nesta fase, o grau de susceptibilidade das plantas a infeccdo é

dependente dos seus genes de resisténcia, que resultam na sintese de proteinas ou
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metabdlitos celulares de defesa (RODRIGUES et al., 2006). Muitas vezes essa tentativa
de defesa da planta é insuficiente, e os virus colonizam outras células a partir do sitio
de inoculacao, através de uma rota de movimentacao dentro do hospedeiro. Em células
propicias a replicacao viral, € produzido um numero abundante de novas particulas, que
podem, entdo, se distribuir por todos os tecidos e 6rgaos da planta. Alguns virus estao
limitados a tecidos especificos durante o seu ciclo de vida, conforme observado para os
virus da familia Polerovirus (HOFFMANN et al., 2001) e outras viroses (CHOEN et al.,
1992), que sao restritos as células do floema. No entanto, alguns virus podem ser

encontrados em diferentes tecidos vegetais (OPALKA et al., 1998).

Apods a analise de tecidos de folhas e frutos de mamoeiros com meleira, utilizando
microscopia eletrénica de transmisséo, verificou-se que o PMeV esta presente apenas
nos laticiferos da planta (KITAJIMA et al., 1993). Este resultado serviu de base para a
hipétese de que o PMeV infecta, especificamente, os laticiferos do mamoeiro
(KITAJIMA et al., 1993; BARBOSA et al., 1999; ZAMBOLIN et al., 2003). Deve-se
considerar, entretanto, que a distribuigdo tecidual do PMeV descrita por Kitajima e
outros (1993) equivale a uma fase especifica da infecgdo. De acordo com Leisner e
outros (1993), a ocorréncia de virus em determinados 6rgao e tecidos vegetais esta
relacionada com fatores genéticos da planta, com a fase do desenvolvimento vegetal e
com o curso da infecgdo. Portanto, a possibilidade de ocorréncia do PMeV nos demais
tecidos do mamoeiro durante outras fases da infeccdo ndo pode ser descartada. Em
diferentes espécies, os laticiferos nao parecem propicios a colonizagdo por
microorganismos, estando os registros de agentes infecciosos limitados a protozoarios
flagelados (Phytomonas sp.) (Da CUNHA et al., 2000) e bactérias (DAVIS et al., 1996).
Até o presente, além do PMeV, nenhum outro virus foi descrito colonizando estas

células.

Além da distribuicao tecidual do PMeV em diferentes fases da infecgdo, a rota de
movimentagdo descrita pelo virus apds sua inoculagdo nos tecidos do mamoeiro &
pouco compreendida. Durante a distribuicdo no hospedeiro, muitas viroses fazem uma
movimentacgao local (célula-célula) e outra sistémica (longa-distancia) (CARRINGTON
et al., 1996). Quando a infecgéo se inicia em células da epiderme, o virus segue para o

mesofilo e floema (parénquima e células companheiras) utilizando os plasmodesmas de
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células adjacentes (McLEAN et al., 1997). A partir das células companheiras, os virus
chegam até os vasos do floema, onde ocorre 0 movimento em longa-distancia para os
diferentes 6rgéos da planta, seguindo o fluxo de fotoassimilados (CARRINGTON et al.,
1996). Novamente, através do movimento célula-célula, inverso ao do inicio da
infeccdo, os virus sao liberados do floema, resultando em infecgéo sistémica. Algumas
viroses podem ainda se movimentar utilizando os vasos do xilema (OPALKA et al.,
1998).

O PMeV se movimenta, possivelmente, através dos laticiferos do mamoeiro, cujas
células estdo distribuidas em praticamente todos os érgdos e tecidos da planta (ESAU,
1976). Barbosa e outros (1999a) avaliaram a ocorréncia do virus em diferentes érgaos
do mamoeiros, e determinaram que ele esta presente em 6rgdos como flores, folhas,
caule e frutos verdes. Este resultado indica que o virus se concentra nos 6rgao que
exsudam latex em abundancia, quando incisados. Entretanto, a distribuicdo do virus em
diferentes etapas da infeccdo, permanece indeterminada. Além disso, considerando
verdadeira a hipétese de movimentagdo do PMeV através do fluxo de latex, o virus
deve ser capaz de alterar a fisiologia dos laticiferos, visando induzir tal fluxo, uma vez
que sob condigdes normais, o latex encontra-se em equilibrio dentro dos laticiferos
(HUNTER, 1994; MOUTIM et al., 1999). Tais alteragdes induzidas pelo PMeV na
fisiologia dos laticiferos, bem como o envolvimento dos feixes vasculares (xilema e

floema) na movimentagéo do virus sdo também desconhecidos.

1.2.7 Manejo da meleira

As estratégias de manejo da meleira compreendem medidas preventivas que visam
minimizar a ocorréncia do PMeV na plantacdo. Tais medidas também influenciam
indiretamente o controle de algumas pragas. Nascimento e outros (2003) demonstraram
que o virus possivelmente reduz os niveis de um composto (benzil-isotilcianato, BITC)
produzido pelas plantas, toxico para os ovos e larvas das moscas-das-frutas, tornando

os frutos verdes mais susceptiveis ao ataque dos tefritideos.
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Diferentes gendtipos de mamoeiro vém sendo avaliados em programas de
melhoramento no Brasil, embora ainda ndo exista um cultivar comercial de mamao
resistente a meleira (VENTURA et al., 2003). O aparecimento de sintomas e a presencga
do dsRNA foram monitorados em 11 genétipos (CMF 007, 014, 018, 020, 021, 022, 023,
031, 034, 037, 047) e nos cultivares Sunrise Solo e Tainung n°1. Os resultados
demonstraram que os gendtipos CMF 007, 021 e 020 e o cv. Sunrise Solo foram os
mais susceptiveis, com um menor periodo de incubagdo do PMeV. Ja os gendtipos
CMF 018, 034 e 054 e o cv. Tainung n°1 apresentaram menor percentual de plantas
infectadas e maior periodo para a deteccido do dsRNA e a manifestacdo de sintomas
(HABIBE et al., 2002).

Com o objetivo de diminuir a dissemina¢ao da meleira, bem como evitar ou retardar sua
introdugdo em areas onde ela ainda ndo foi constatada, foram descritas algumas
medidas preventivas que incluem a escolha de areas distantes de pomares com
histérico da doenca, a desinfestacdo das ferramentas utilizadas no trato da cultura
(desbrota, colheita e desbaste de frutos), a redugcdo dos ferimentos nas plantas, a
eliminagao das lavouras sadias ou doentes apds o ciclo de producgao, e, principalmente,
a realizagcao de inspe¢des semanais nos pomares seguida da eliminagao das plantas
doentes, conhecida como roguing (VENTURA; COSTA, 2002; VENTURA et al., 2003).

O roguing baseia-se no diagnodstico das plantas doentes no campo através da
identificacdo dos sintomas da meleira (Figura 2), principalmente, a ocorréncia de
necrose nas pontas das folhas jovens no inicio da doenga (Figura 2A). Este
procedimento permite controlar o indculo inicial nos pomares. Entretanto, considerando
que os sintomas da doencga se manifestam apenas apoés a floragao, plantas infectadas e
assintomaticas podem permanecer no campo por meses como fontes de inéculo para
plantas sadias (SOUZA et al., 2002). Além disso, os sintomas da meleira podem nao
ser observados quando a temperatura do ar é muito alta (TATAGIBA et al., 2002) ou
podem ser confundidos com as lesbes causadas pela queima das folhas, provocada
pelo fungo Phoma caricae-papayae ou por danos resultantes da infestagédo por insetos
(VENTURA et al., 2003). Por esse motivo, mesmo em fazendas em que o roguing €&

bem conduzido, a meleira pode afetar até 20% da plantacédo (VENTURA et al., 2003).
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Portanto, métodos de diagndstico precoce da meleira sdo fundamentais para a

efetividade do manejo da doenca.

Métodos soroldgicos sdo bastante utilizados em virologia para o diagndstico, mas estao
sendo substituidos por técnicas moleculares, pelo ganho em sensibilidade e precisao.
Alguns métodos moleculares, baseados na detec¢cdo do dsRNA do PMeV a partir do
latex das plantas, foram descritos (KITAJIMA et al., 1993; HABIBE et al.,, 1999;
TAVARES et al., 2004) visando o diagndstico precoce do virus. Habibe e outros (1999)
afirmam que o armazenamento do latex em tampé&o fosfato 0,02 M pH 7,0 seguido da
aplicagcao direta em gel de agarose € a melhor estratégia de detecgcdo do PMeV.
Contudo, com a polimerizacao do latex, as amostras nestes géis se apresentam retidas

nos pog¢os de aplicagdo (ou muito perto destes), o que dificulta a analise do resultado.

Recentemente, dois novos métodos foram propostos nos quais os tratamentos de
digestdo do latex com proteinase K em tampao de diluigdo ou fervura do latex diluido
em tampao citrato de amdnio sdo seguidos de extragdes utilizando solventes organicos
(fenol e cloroformio) (TAVARES et al., 2004). Dada a ocorréncia do PMeV, em altas
concentragdes, no latex das plantas doentes (KITAJIMA et al., 1993; ZAMBOLIM et al.,
2003), a detecgcdo do dsRNA viral a partir do latex representa uma estratégia efetiva
para o diagnostico. Porém, existem alguns fatores, como o custo dos reagentes e a
distancia entre os laboratorios de analise e as areas de cultivo, que limitam o uso desta
técnica. Além disso, os procedimentos adequados para a coleta e armazenamento das
amostras de latex ainda n&o foram descritos, dificultando o acesso dos produtores aos

beneficios do diagndstico precoce.

Uma outra limitagdo ao diagnéstico do PMeV apenas no latex é a impossibilidade de se
analisar mudas de mamao, que exsudam quantidades muito pequenas de latex,
insuficientes ao diagndstico. Como uma alternativa, o dsRNA pode ser extraido a partir
de amostras de tecidos, utilizando o método descrito por Dodds e Joseph (1983), que
compreende a extragdo de acidos nucléicos totais com solventes orgénicos, seguida de
ciclos de cromatografia de celulose, tratamento enzimatico com nucleases e
eletroforese. Tal procedimento é bastante trabalhoso, de alto custo, permite o

processamento de um pequeno numero de amostras e ainda apresenta baixa
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reprodutibilidade dos resultados (SOUZA et al., 2002). Desta forma, até o presente, nao
se encontra disponivel um método de diagndstico molecular do PMeV a partir dos

tecidos do mamoeiro que seja eficaz e aplicavel a muitas amostras.

As limitagdes relacionadas ao diagnodstico do PMeV, bem como a caréncia de
informacgdes epidemioldgicas, limitam, consideravelmente, o estabelecimento de
estratégias mais efetivas de controle da meleira. Além disso, poucas informacdes
existem acerca da interagdo mamoeiros versus PMeV, principalmente, quanto as
respostas de defesa da planta. Tais informacdes poderiam, por exemplo, auxiliar na
escolha de marcadores para o melhoramento genético de mamoeiros, visando
resisténcia a meleira. Uma vez determinadas as repostas de defesa do mamoeiro ao
PMeV, trabalhos posteriores poderdo ser desenvolvidos avaliando diferentes
tratamentos capazes de induzir tais repostas, tornando as plantas menos susceptiveis

ao virus.

1.3 RESPOSTAS DE DEFESA DE PLANTA

A relacao virus versus planta hospedeira pode ser de resisténcia ou de susceptibilidade.
Um hospedeiro € considerado incompativel quando o virus € incapaz de iniciar a
infecgdo a partir do sitio de inoculacédo. Por outro lado, a relacdo de susceptibilidade
inclui desde a simples replicacdo do virus na planta até a indugdo de um quadro de
sintomas, que caracteriza a doenga. Em muitos casos, a exemplo da meleira, as
infecgdes virais evoluem para doengas, comprometendo fortemente o hospedeiro. Os
virus sdo capazes de induzir uma série de reagcbes em beneficio do processo
infeccioso, que incluem a formagédo de complexos de replicagdo (HILLS et al., 1987),
interferéncias na regulagcdo do ciclo celular (ASURMENDI et al., 2004), trafico de
substancias (AUDY et al., 1994) e fotossintese (AZEVEDO et al., 2002), bem como a
supressdo de estratégias de defesa da planta (WANG; MAULE, 1995). As plantas,
entretanto, respondem a infecgao sintetizando novos RNAs mensageiros, proteinas e

compostos do metabolismo, objetivando defender-se contra o patégeno. Tais respostas
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sdo coletivamente chamadas de respostas ao estresse ou de defesa (WOJTASZEK,
1997).

As respostas de defesa sdo divididas em respostas gerais ou repostas especificas.
Respostas gerais incluem o reforgo de paredes celulares, producdo de fitoalexinas e
compostos do metabolismo secundario (KOMBRINK; SOMSSICH, 1995) capazes de
inibir diferentes microorganismos. Ja as respostas especificas atuam contra um
patdgeno particular, por exemplo, uma espécie ou um grupo de virus. Todas elas se
iniciam de forma coordenada, apds o reconhecimento do patégeno pela planta, através
da percepcdao de moléculas sinalizadoras produzidas pelo patégeno. As proteinas
capsidiais estao entre os principais constituintes dos virus capazes de induzir respostas
de defesa (ALLAN et al., 2001). Moléculas com esta fungdo sdo conhecidas como
“elicitores” (PARE et al., 2005) e induzem dois tipos de respostas: 1) respostas
primarias, que sio rapidas, transientes, e ocorrem, principalmente, na superficie das
células, baseadas na ativacdo de componentes pré-existentes e 2) respostas

secundarias, baseadas na ativagao de genes de resisténcia.

1.3.1 Respostas primarias

As reacbes primarias de plantas a moléculas elicitoras incluem: mudangas no pH
extracelular e nos potenciais de membrana (FELIX et al., 1993), altera¢des no fluxo de
ions (BACH et al., 1993) e no padrao de fosforilagao de proteinas (FELIX et al., 1991) e,
marcadamente, a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), conhecida como
explosdo oxidativa (WOJTASZEK, 1997). As EROs sdo produzidas através de
sucessivas redugdes do oxigénio molecular (O2). A principal delas € o perdxido de
hidrogénio (H20;), que esta envolvido em processos de lignificacdo das paredes das
células, regulacdo do desenvolvimento vegetal e na defesa de plantas contra patdogenos
(Figura 3) (WOJTASZEK, 1997). Foi demostrado por Allan e outros (2001) que células
da epiderme de tabaco (Nicotiana tabacum) produzem elevadas concentragdes de H,0-
quando inoculadas com o Tobacco mosaic virus (TMV). O H,O, produzido pode ser

diretamente toxico ao patégeno ou atuar como um sinalizador em vias de resisténcia
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celular. Por outro lado, os altos niveis de H,O, podem também causar danos as células,

por exemplo, afetando macromoléculas e sistemas de membrana.

CNZimas CNZIMAs
oxidases peroxidases
OE Fi . HEDE F’ » HEO + DE
e 28

peroxido de
hidrogemo

Figura 3 - Vias de sintese e degradacgao de perdxido de hidrogénio (H,O,) em células vegetais.

Trés vias principais tém sido atribuidas a produgcdo de peroxido em células vegetais,
baseadas nas enzimas: 1) NADPH oxidase, 2) oxidases associadas a parede celular e
3) oxalato oxidase. Acredita-se que o sistema de produgdo de H,O, pela NADPH
oxidase seja similar ao encontrado em células de mamiferos. Nestas células, a
molécula elicitora é reconhecida por um receptor de membrana, que inicia uma via de
sinalizagdo envolvendo proteinas de ligagdo a GTP (VERA-ESTRELLA et al., 1994),
canais idnicos, proteinas kinases e fosfatases (BAKER et al., 1993), fosfilipases A e C
(CHANDRA et al., 1996), e, possivelmente, AMP ciclico (BALAGUE et al., 2003). O
radical superdxido (‘O%) é produzido durante esta via, e convertido em H.O, pela

enzima NADPH oxidase ativada.

Um modelo alternativo para a geracédo de H,0O, envolve oxidases associadas a parede
celular, cuja atividade € dependente do pH (BOLWELL et al., 2002). Esta via ndo exclui
a existéncia de uma cascata de sinalizacdo, mas enfatiza a importdncia de
componentes pré-existentes, principalmente, na matriz extracelular. Dessa forma,
moléculas elicitoras sdo reconhecidas por receptores de membrana, que modulam a
atividade de canais idnicos, permitindo a passagem de ions (Ca**, K*, H" e CI) através

da membrana. Este processo resulta em uma alcalinizacdo do meio extracelular,
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seguida da ativagao das oxidases. No sitio ativo dessas enzimas sao formados radicais
superoéxido, que na presenca de redutores, sao convertidos em H,O, (BOLWELL et al.,
2002).

A atividade de oxalato oxidase em plantas foi inicialmente observada a partir de flores
de trigo (ZALESKI; RENHIARD, 1911). Posteriormente, tal atividade foi correlacionada
com o desenvolvimento embrionario inicial de cevada (LANE et al., 1993). Os extratos
de sementes germinativas de cevada, bem como o de sorgo (PUNDIR; PUNDIR, 1993),
possuem proteinas chamadas “germininas”, que sdo capazes de oxidar o oxalato,
produzindo H,O,. Embora tenham sido purificadas a partir de monocotiledéneas, estas
proteinas encontram homologia com sequéncias do genoma de Arabdopsis thaliana,
indicando que elas podem também existir em dicotiledéneas (DUMAS et al., 1995).
Acredita-se que a principal fungdo do H,O, produzido por essas enzimas seja proteger
a planta contra o ataque de patégenos (LANE, 1994), j4 que a expressao em cevada
(DUMAS et al., 1995) e amendoim (LIVINGSTONE et al., 2005) de genes de trigo que

codificam para “germininas” resulta em resisténcia a fungos.

1.3.2 Respostas secundéarias

As respostas secundarias de plantas a patdégenos estdo diretamente relacionadas com
a genética da planta (RODRIGUES et al., 2006). A resisténcia genética pode resultar da
ativacdo de um ou poucos genes (monogénica ou vertical) ou de varios genes
(poligénica ou horizontal). Neste sistema imune da planta estdo envolvidos genes de
resisténcia dominantes e genes recessivos. Os genes dominantes (R) de resisténcia a
viroses codificam proteinas que apresentam um sitio de ligagao a nucleotideo e uma
cauda composta por aminoacidos leucina, na extremidade carboxila da proteina
(MARTIN et al., 2003). Estas proteinas interagem com proteinas codificadas por genes
virais, chamados de genes de aviruléncia (avr), em um modelo conhecido como R x avr
(RITZENTHALER, 2005). A partir deste reconhecimento, a célula inicia uma série de
respostas de defesa contra o virus invasor, que incluem, freqientemente, uma forma de

morte celular programada, conhecida como resposta de hipersensibilidade. Por outro
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lado, a resisténcia conferida por genes recessivos esta associada a um mecanismo
passivo, no qual fatores do hospedeiro, necessarios a replicagao viral, estdo ausentes

ou presentes em uma forma modificada (DIAZ-PENDON et al., 2004).

Uma outra via de resisténcia, alternativa ao modelo R x avr, foi descoberta
recentemente, na qual moléculas de dsRNA s&o capazes de reprimir RNAs
mensageiros especificos por um processo chamado silenciamento de RNA ou RNA de
interferéncia (RNAi) (FIRE et al., 1998). Esta via pode ser encontrada em uma
variedade de organismos, embora acredite-se que ela seja mais elaborada em plantas,
principalmente, como um sistema natural de prote¢ao contra viroses. O processo de
silenciamento envolve a clivagem de moléculas de dsRNA precursoras em
oligonucleotideos (21-26 pb), por uma enzima, chamada Dicer, com atividade de
RNAse Ill. Estes oligonucleotideos sdo chamados de RNAs de interferéncia curtos
(short-interfering RNAs, siRNAs) ou micro RNAs (micro-RNAs, miRNAs). Ambos, siRNA
ou mMiRNA, sdo capazes de guiar um complexo de degradacao (RISC), responsavel
pela clivagem de RNAs mensageiros especificos. Adicionalmente, siRNAs s&o capazes
de reprimir a expressao de alguns genes através da metilagdo da cromatina no nucleo
das células. J& os miRNAs podem impedir a tradugdo de RNAs mensageiros em
proteinas por se ligarem a estes RNAs, impossibilitando o acoplamento do ribossomo.
Baseado nesta via, moléculas de dsRNA produzidas transgenicamente (PRUSS et al.,
2004) ou fornecidas a partir de uma fonte exdgena (TENLLADO et al., 2003) foram

capazes de induzir elevados niveis de resisténcia de plantas a infec¢des virais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer metodologias de diagndstico molecular do PMeV e compreender os

mecanismos de interagao entre o PMeV e o mamoeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Estabelecer uma metodologia molecular simples para o diagnéstico precoce do
PMeV a partir do latex e dos tecidos da planta.

. Avaliar métodos de inoculacgao artificiais do PMeV, relacionados aos ferimentos

nos tecidos do mamoeiro, que ocorrem durante os tratos culturais.

° Avaliar, sob condi¢gdes controladas, a capacidade de transmissao do PMeV para

mamoeiros pela mosca branca T. variabilis.

o Determinar a distribuicdo do PMeV em diferentes 6rgaos do mamoeiro, em

diferentes estagios da infecgéao.

° Avaliar a influéncia do PMeV sobre o metabolismo do mamoeiro, com énfase ao

funcionamento dos laticiferos da planta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

A Portaria Federal n° 134, de 17 de novembro de 1997 (BRASIL, 1997) determina a
interdicdo de propriedades com ocorréncia de meleira, seguida da eliminacdo das
plantas infectadas, além de plantas hospedeiras. Por esta razdo, os mamoeiros
utilizados neste trabalho foram provenientes da Fazenda Experimental do Istituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extencao Rural (INCAPER), localizada
nos municipios de Linhares e Sooretama (Figura 1), que apresenta permissédo para o

cultivo de plantas com meleira.

3.2 EXTRACAO DO dsRNA A PARTIR DO LATEX

3.2.1 Avaliacao de diferentes solugdes sobre a fluidez do latex

Foram avaliadas trés solugbes de armazenamento: 1) tampao fosfato pH 6,0 (1:1 v/v),
2) tampao citrato pH 5,0 (1:1 v/v) e 3) latex contendo metabissulfito de soédio (2:1 p/v).

Neste ultimo tratamento, o sal foi adicionado diretamente ao latex, seguido de agitagéo.

3.2.2 Extracdo do dsRNA

Em microtubo (1,5 ml) foram adicionados 100 pl de latex nas trés condi¢gdes descritas
(item 3.2.1) e 100 pl de fenol equilibrado com tampao pH 8,0 e cloroférmio (2:1 v/v). As
amostras foram agitadas por alguns segundos e centrifugadas a 12.000 rpm por 5 min a
4 °C. Foram feitas mais duas extragcdes, uma utilizando fenol e cloroférmio e outra

utilizando apenas cloroférmio. A fase aquosa coletada foram adicionados 500 pl de
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etanol (EtOH) absoluto gelado e 5 yl de acetato de so6dio 3 M pH 5,2. As amostras
foram armazenadas a —20 °C por 16-18 hrs ou em nitrogénio liquido por 30 min e
centrifugadas, posteriormente, a 12.000 rpm por 1 h a 4 °C. O precipitado foi lavado
com EtOH 70% e ressuspenso em 15 ul de agua ultrapura ou tampéo para as enzimas

DNase ou RNase.

3.2.3 Avaliagao das condi¢gdes de armazenamento do latex

Amostras de latex (1,4 ml) foram submetidas a duas condigdes distintas de diluicao: 1)
latex em tampéao citrato pH 5,0 (1:1 v/v) e 2) latex em agua ultrapura (1:1 v/v). As
amostras diluidas, juntamente com uma amostra de latex ndo diluido foram
armazenadas nas temperaturas de: 1) =20 °C (freezer), 2) 4 °C (geladeira) e 3) 25 °C
(temperatura ambiente). Em intervalos de 5 dias, foram retiradas aliquotas das
amostras armazenadas, por um periodo total de 25 dias, tempo suficiente para o
transporte das amostras a partir das areas produtoras até os laboratorios. As aliquotas

foram, entédo, submetidas a extracdo do dsRNA (item 3.2.2).

3.3 EXTRAGCAO DO dsRNA A PARTIR DOS TECIDOS VEGETAIS

Os procedimentos de extragdo do dsRNA a partir dos tecidos do mamoeiro basearam-
se na metodologia descrita por Dodds e Joseph (1983) e por Valverde (1990) (Figura 4),

com modificagdes.

3.3.1 Método cromatografico

Em nitrogénio liquido, foram triturados 3,0 g de tecidos de frutos de mamao. O
macerado foi depositado em tubo de 15 ml, contendo 4,0 ml de tampao STE (NaCl 0,1
M; Tris 0,05 M; EDTA 1 mM) pH 6,8, 0,5 ml de SDS 10% e 4,5 ml de fenol saturado
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com STE:cloroférmio (2:1 v/v). A amostra foi agitada por 30 min a —20 °C, seguida de
centrifugagdo a 12.000 rpm por 5 min a 4 °C. A fase aquosa coletada, contendo os
acidos nucléicos totais, foi adicionado EtOH absoluto, para uma concentracéo final de
16% (v/v). A amostra foi, entdo, submetida a uma coluna cromatografica de celulose,
apos a drenagem dos 15 ml de STE/EtOH 16% (v/v) utilizados para o empacotamento
da fase fixa (1,5 g de celulose) da coluna, em seringa de vidro. Em seguida, a matriz de
celulose foi lavada com 40 ml de STE/EtOH 16% (v/v), liberando o DNA e RNA do
mamoeiro, que foram descartados. As moléculas de dsRNA foram liberadas apds a
lavagem da matriz com 5 ml de STE. Este volume foi coletado e corresponde a amostra

final.

A amostra final foi adicionado EtOH absoluto para uma concentragao final de 16% (v/v),
repetido-se o passo de cromatografia, em uma segunda coluna. Os acidos nucléicos
presentes na amostra final, coletada a partir da segunda coluna, foram precipitados
apos a adicao de 2 v de EtOH absoluto gelado e 250 ul de acetato de sddio 3 M pH 5,2
e armazenamento a —20 °C por 16 hrs. A amostra foi centrifugada a 4.000 rpm por 3 hrs
a 4 °C e o precipitado resultante foi lavado com EtOH 70% e ressuspenso em 15 pl de

tampao para DNase.

EtOH para
16% STE + Fletroforese
- FiOH (16%)
':; —3 Macerar o tecide em tampédo (STE) I STE A
[eadn )
e TEAR) Tratamente con
e ] ) DNase & RNase
el : T S0
. \ com fenol
FPlanta infectada . o STIS
com virus de RNA
Centrifugacio
Extracdo com
cloroférmio +

¥ Precipitagio

Figura 4 — Representacdo esquematica do procedimento de extracdo de dsRNA pelo método
cromatografico, a partir de tecidos vegetais (DODDS; JOSEPH, 1983; VALVERDE, 1990).
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3.3.2 Método proposto neste trabalho

O procedimento de extragdo encontra-se esquematizado na Figura 5. Em nitrogénio
liquido, foi triturado 0,5 g de tecidos da planta. O macerado foi depositado em microtubo
de 1,5 ml, contendo 450 ul de STE (item 3.3.1), 50 pyl SDS 10% e 500 pl fenol saturado
com STE/cloroférmio (2:1 v/v). N&o foi possivel triturar completamente as amostras
provenientes da raiz e do caule, o que dificulta a extracdo dos acidos nucléicos destes
tecidos. Dessa forma, as amostras foram submetidas a um choque térmico, em que
eram submetidas a um tratamento a 65 °C por 4 min, seguido de um rapido
resfriamento em nitrogénio liquido, por alguns segundos, até que formassem cristais de
fenol. Todas as amostras foram agitadas por 30 min a —20 °C e centrifugadas,
posteriormente, a 12.000 rpm por 5 min a 4 °C. Foram feitas mais duas extragdes, uma
utilizando fenol e cloroférmio e outra, utilizando apenas cloroférmio. Os acidos nucléicos
totais presentes na fase aquosa coletada foram precipitados, a baixas temperatura,
apos a adicdo de 100 pl de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 1,0 ml de EtOH absoluto,
seguido de centrifugacdo a 12.000 rpm por 1 h a 4 °C. Finalmente, o precipitado foi

ressuspenso em 15 yl de tampao para DNase ou RNAse ou em agua ultra-pura.

»  Macerar o tecido em tampé&o > Misturar com
(STE 1X) ° fenolicloroformio (2:1 VIY)

e 505 10 %

\

Exdracac
fenolfcloroformio

\

Tratamento . ) Estrac&o
Eletroforese < onzimatico com €—— Centrifugagdo —— cloroférmio

CMase |

infectado

Figura 5 — Representagao esquematica do procedimento proposto neste trabalho para a
extracdo de dsRNA do PMeV a partir de tecidos do mamoeiro.
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3.4 TRATAMENTO ENZIMATICO

As amostras foram tratadas com DNAse | visando a total degradagcdo do material
genético da planta. O tratamento com DNase | (Amersham Corp., USA) a 1,25 10 U/l
foi feito em tampao para a DNase (Tris 40 mM pH 7,5; CaCl, 10 mM), durante 15 min a
37 °C. A seguir, procedeu-se um digestdo com RNase A. Esta enzima possui alta
especificidade para ssRNA (BOLAND, 1992), preservando o dsRNA do virus. A
digestdo com RNase pancreatica A (USB Corp., USA) a 2,5 U/ul foi feita em acetato de
sodio 0,1 M pH 5,0, por 15 min a 25 °C (SOUZA, 2002).

3.5 ANALISE POR ELETROFORESE HORIZONTAL

Apés as etapas de extragao e tratamento enzimatico, os acidos nucléicos provenientes
do latex e tecidos do mamoeiro foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,0%, diluido em tampao TAE (Tris 0,03 M; acido acético glacial 0,01 M; EDTA 1 mM)
pH 8,0, durante 45 min, com voltagem variando entre 80 e 100 V. Em cada pogo do gel
foram aplicados 10 uyl da amostra e 5,0 pyl de tampéo de amostra (1 ml tampao MOPS
(MOPS 0,03 M; NAOH 0,01 M; acetato de sddio 0,07 M; EDTA 1 mM), 1 ml de glicerol e
azul de bromofenol 0,2 yM). Foi utilizado um marcador de peso molecular de 1 Kb
(Promega, USA). O gel foi corado com brometo de etidio (Sigma, USA) a 10 ng ml™,
visualizado em transiluminador a 320 nm e fotografado, utilizando-se uma camera

fotografica digital (Nikon Coolpix 885, S. Korea).

3.6 AVALIACAO DE DIFERENTES METODOS DE INOCULAGAO DO PMeV

Foram avaliados 5 métodos de inoculacdo mecanica do PMeV, 4 desenvolvidos em
casa de vegetagdo com tela anti-afidica e 1 em condi¢bes de campo. Em todos os
tratamentos utilizou-se latex coletado a partir de plantas doentes, como fonte de in6culo

para o PMeV. Em casa de vegetagcado, mudas do cv. Sunrise Solo, de 3 meses de idade,
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plantadas em vasos de 8 kg, foram submetidas aos tratamentos: 1) cortes no limbo e 2)
no peciolo das folhas, utilizando uma lamina de barbear, e 3) abrasao manual utilizando
areia lavada. O latex exsudado sobre os ferimentos foi removido, seguido de aplicagéo
abundante de latex infectado. Cerca de 100 pul de latex infectado foi também (método 4)
injetado no apice do caule, a diferentes profundidades (até aproximadamente 1 cm).
Cinco plantas foram utilizadas em cada tratamento, enquanto outras cinco
permaneceram n&o inoculadas, representando o controle negativo. A avaliagdo de
ocorréncia do dsRNA do PMeV foi feita a partir do latex (item 3.2.2) coletado a partir

das plantas, a cada 15 dias, durante 90 dias.

Em um outro método, 5 plantas de 18 meses de idade, cultivadas em condi¢cdes de
campo, foram submetidas ao tratamento (método 5) de abrasdo no caule, abaixo da
coluna de frutos, com o auxilio de uma escada, similar as utilizadas durante a colheita
dos frutos, seguido de aplicacéo de latex infectado. A partir das plantas inoculadas e de
plantas nao inoculadas (controle), foram retiradas aliquotas de latex, acima e abaixo do
sitio de inoculagédo, 15 dias apds a inoculagao do latex. A analise do latex das plantas,

coletado antes da inoculagao, confirmou que elas estavam previamente sadias.

3.7 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE TRANSMISSAO DO PMeV PELA MOSCA-
BRANCA T. variabilis

Mamoeiros (cv. Sunrise Solo) de 13 meses de idade foram cultivados em casa de
vegetacdo com tela anti-afidica. Um total de 32 plantas foi dividido em dois grupos: 1)
24 plantas inoculadas pela injecao de latex infectado (método de inoculagao 4, item 3.6)
e 2) 8 plantas ndo inoculadas (controle negativo) (Figura 6A). Um més apds a
inoculacdo, as plantas foram infestadas com uma populagcdo de moscas-brancas T.
variabilis, coletadas a partir de uma plantacdo de mamao sem ocorréncia de meleira
(Figura 6B). Trinta dias apds a adicao das moscas na casa de vegetagao, trés plantas
sadias de cada um dos cultivares cv. Golden, cv. Sunrise Solo e cv. Taiwan foram
adicionadas no mesmo local (Figura 6C). Vinte dias apds a exposi¢cado dos cultivares,

todas as plantas envolvidas tiveram aliquotas de latex coletadas, para a deteccdo do
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dsRNA do PMeV (item 3.2.2). Moscas-brancas adultas, bem como as ninfas, presentes
nas folhas de plantas inicialmente sadias ou de plantas inoculadas, foram coletadas e

também submetidas a extragdo do dsRNA (item 3.3.2).
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Figura 6: Representacdo esquematica do experimento de transmissdo do PMeV pela mosca-
branca T. variabilis. (A) Plantas inoculadas e plantas nao inoculadas. (B) Infestagcao com T.
variabilis aos 30 dias pés-inoculagdo. (C) Exposi¢ao de plantas sadias (cv. Taiwan, cv. Golden e
cv. Sunrise) as moscas-brancas, aos 30 dias pés-infestagdo. Os adultos e ninfas e as plantas
foram amostradas e analisadas quanto a presengca do dsRNA, 20 dias apdés a adicao das
plantas sadias.

3.8 DISTRIBUICAO DO PMeV EM DIFERENTES FASES DA INFECCAO: ANALISE DO
LATEX

Em experimento de campo, as plantas foram acompanhadas e mapeadas mensalmente
quanto a ocorréncia da meleira. Algumas plantas foram inoculadas através da injecéao
de latex infectado (método de inoculagédo 4, item 3.6), enquanto outras se tornaram
doentes, naturalmente. Amostras de latex foram, entdo, coletadas a partir de
mamoeiros com diferentes periodos pods-inoculacdo, € mamoeiros com diferentes

periodos apds a manifestacdo dos primeiros sintomas de meleira. Uma aliquota de 100
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Ml de latex foi coletada e armazenada em micro tubo contendo 100 ul de tampao citrato
pH 5,0, apos seccionar os tecidos de plantas com 30 e 45 dias pds-inoculagao e plantas
com 45 dias, 3, 6 e 12 meses apos a manifestacdo dos sintomas da doencga. O latex foi
amostrado a partir dos érgéos: folhas novas, folhas completamente expandidas, folhas
velhas, flores, frutos novos, frutos do meio da coluna de frutificacao, frutos velhos, caule
abaixo da coluna de frutos (30-40 cm), caule a 15-20 cm acima do solo e raizes. As

amostras foram, entdo, submetidas a extracdo do dsRNA do PMeV (item 3.2.2).

3.9 DISTRIBUICAO DO PMeV NA PLANTA: ANALISE DOS TECIDOS

Foram coletados, a partir de mamoeiros com 12 meses de idade, manifestando os
sintomas da meleira, tecidos do apice do caule (camadas interna e externa), tecidos do
caule abaixo da coluna de frutos (caule subdividido em 5 camadas, em corte
transversal'), flores, frutos (casca e mesocarpo) e folhas (peciolo, limbo e nervuras
primarias e secundarias). Estes tecidos foram submetidos a extragdo do dsRNA (item
3.3.2).

As sementes dos frutos foram também avaliadas, apds serem divididas em caruncula,
sarcotesta, envoltério seminal, hipocotilo, cotilédones e endosperma (Figura 7). A
caruncula € responsavel por conectar a semente ao endocarpo, enquanto que a
sarcotesta € um tecido membranoso, rico em mucilagem, que reveste o envoltério
seminal. O envoltério seminal, por sua vez, € uma camada rigida, composta,
principalmente, por polissacarideos. Considerando o elevado teor de agucares nas
sementes, optou-se pelo método de extracdo utilizando CTAB, no qual 0,5 g do tecido
foi triturado em nitrogénio liquido, sendo o pé adicionado a 1 ml de tampao de extragao
(CTAB 1%; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; Tris-HCI 100 mM pH 6,8; PVP 1%), a 65 °C
(DOYLE; DOYLE, 1990). As amostras foi adicionado b-mercaptoetanol 0,1% no
momento do uso. Os polissacarideos presentes na sarcostata e na caruncula da
semente foram removidos utilizando-se NaCl 4,4 M no tampao de extracdo, conforme

sugerido por Tel-Zur e outros (1999), para tecidos ricos em polissacarideos. As

' A composigao tecidual dessas camadas foi estimada por microscopia éptica (item 3.14.1).
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amostras foram aquecidas a 65 °C por 30 min e centrifugadas, posteriormente, a 14,000
rom por 5 min a 4 °C. Em seguida, foram feitas 3 extragdes utilizando cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1 v/v). Os acidos nucléicos totais presentes na fase aquosa, coletada
apoés a extracdo, foram submetidos a precipitagdo com 100 ul de acetato de sddio 3 M
pH 52 e 1 ml de EtOH absoluto gelado a -20 °C. Finalmente, o precipitado foi
ressuspenso em 15 yl de tampao para DNase e submetido ao tratamento enzimatico

(item 3.4) e eletroforese (item 3.5).

endosperma
cotilédones

hipocotilo

endocarpo

sarcotesta

b ) ‘_I A " * ®
envoltério (mucilaginosa)

seminal

Figura 7 — Representacdo esquematica das partes da semente do mamoeiro em corte
longitudinal.

3.10 ANALISE HISTOQUIMICA DO LATEX

O latex do mamoeiro foi submetido aos testes de coloragdo temporaria (KRAUS;
ARDUIN, 1997) descritos abaixo, seguido de observagdo ao microscopio o6ptico
(Axioplan ZEISS).
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3.10.1 Alcaldides

Foram determinados utilizando-se o reagente de Dragendorff (8 g de nitrato de bismuto
foi diluido em 20 ml de acido cloridrico seguido da adicdo de 22,7 ml de iodeto de
potassio; a solugéo foi diluida com agua destilada para um volume final de 100 ml).
Uma aliquota de latex (100 pl) foi submetida a 100 pl do reagente de Dragendorff
durante aproximadamente 1 min. A ocorréncia de alcalbides foi identificada como uma

coloragao verde escura.

3.10.2 Agucares redutores

Foi feito o teste de Fheling adicionando-se a 100 pl de latex 100 pl da solugéo de
sulfato cuprico pentaidratado 0,8 M e hidréxido de sodio 2,5 M (1:1 v/v). A lamina foi
aquecida até a fervura, sendo os acgucares redutores identificados, posteriormente,

como um precipitado vermelho-brilhante.

3.10.3 Amido

Adicionou-se a 100 pl de latex, 100 pl do reagente lugol (lodeto de potassio 0,09 M;
lodo 0,01 M), sendo o amido identificado como uma cor marrom escuro, 5 min apos a

adicao do corante.

3.10.4 Proteinas

O latex (100 pl) foi corado utilizando-se 100 ul do corante azul de coomassie brilhante
(azul de coomassie brilhante 0,025%; metanol 40%; acido acético 7%) durante
aproximadamente 10 min. A ocorréncia de proteinas no latex foi identificada como uma

coloracao azul.
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3.10.5 Lipideos

O latex (100 pl) foi corado utilizando-se 100 ul do reagente Sudan Il (Sudan Il 0,01 M
em EtOH 80%). Aproximadamente 20 min apds a adi¢ao do reagente, os lipideos foram

identificados como uma cor amarelo-alaranjado.

3.10.6 Compostos fendlicos

Adicionou-se a 100 pl de latex, 100 ul do reagente de cloreto férrico (carbonato de sédio
0,02 M; cloreto férrico hexaidratado 0,37 M). Apds 2 min, os compostos fendlicos foram

identificados como uma coloracéo verde escuro.

3.10.7 Cristais de oxalato de calcio

O latex (100 pl) foi submetido, separadamente, a 100 yl de acido cloridrico 10% ou 100
Ml de acido acético 10%. Os cristais sao soluveis em acido cloridrico e insoluveis em

acido acético.

3.11 DETECCAO DE H,0, TECIDUAL UTILIZANDO DAB (3,3"-DIAMINOBENZIDINA)

A produgao localizada de H,O, foi observada em cortes transversais e longitudinais de
tecidos frescos de peciolos de folhas de mamoeiro do cultivar Golden. Os cortes
permaneceram em placas de petri, contendo uma solugdo de DAB-HCI (Sigma, EUA)
2,5 mM pH 3,8, durante 12 hrs. Amostras controle foram mantidas apenas em agua
deionizada. Todas os cortes foram descorados em EtOH 96% fervente, por 20 min, e

montados em glicerol 50%. As amostras foram analisadas e fotografadas, utilizando-se
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um microscopio oOptico, sendo a producao de H,O, identificada como uma coloragao

marrom castanho.

3.12 ANALISE BIOQUIMICA DO LATEX

3.12.1 Teor de agua

O latex (5 ml) foi pesado antes e apds aquecimento a 70 °C, por 5 hrs.

3.12.2 pH

O valor de pH foi estimado a partir da fase aquosa do latex (5 ml) diluido em agua

ultrapura (2:1 v/v), apds centrifugagéo a 8.000 rpm por 10 min a 25 °C.

3.12.3 Teor total de proteinas

Foi estimado utilizando-se o método de Lowry (1951). Uma aliquota de 1,0 ml de latex
diluido em agua ultrapura (1:1 v/v) foi adicionada a 5,0 ml de reagente de cobre (48 ml
de carbonato de sédio 3% em hidréxido de sdédio 0,1 M; 1,0 ml de tartarato de sédio e
potassio 4%; 1,0 ml de sulfato de cobre 2,0%). Apos 10 min, foi adicionado 500 ul de
reagente de Reagente de Folin-Ciocalteu diluido em agua destilada (1:2 v/v). Apés 10
min, as amostras tiveram a absorbancia estimada em espectofotobmetro a 660 nm. A
concetracao de proteinas presente em cada amostra foi determinada utilizando-se uma

curva padrao (25, 50, 100, 150 ug) de albumina de soro bovino.
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3.12.4 Teor total de agucares

Foi estimado utilizando-se 0 método de Scott e Melvin (1954). O latex foi centrigugado a
12.000 rpm por 5 min. Em 50 yl do sobrenadante foi adicionado 200 pl de agua
destilada e 2,5 ml de solucdo de antrona 0,2%. As amostras foram incubadas em
banho-maria @ 100 °C, durante 10 min. Apds serem resfriadas, no escuro, durante
aproximadamente 20 min, as amostras tiveram a absorbancia estimada em
espectofotdbmetro a 620 nm. O teor total de agucares presente em cada amostra foi

determinado utilizando-se uma curva padrao (50, 100, 150 e 200 pg) de glicose.

Para a determinagao do teor de sacarose de cada amostra, o latex foi centrigugado a
12.000 rpm por 5 min. Em 50 ul do sobrenadante foi adicionado 300 pl de agua
destilada, 100 yl de KOH 5,4 M e 3,0 ml de uma solugao de antrona 0,2%. Ap6s 10 min,
as amostras tiveram a absorbancia estimada em espectofotometro a 620 nm. O teor
sacarose presente em cada amostra foi determinado utilizando-se uma curva padrao
(50, 100, 150 e 200 ug) de sacarose.

3.13 QUANTIFICACAO DE ELEMENTOS QUIMICOS PRESENTES NO LATEX

Os elementos quimicos foram quantificados por espectroscopia de absorgao atémica,
utilizando-se meios de extragdo especificos para cada elemento: Mehlich n°1, para
fésforo (P), potassio (K), ferro (Fe), zinco (Zn) e manganés (Mn); solu¢ao de cloreto de
potassio (KCI) 1 M, para calcio (Ca) e magnésio (Mg); agua quente, para boro (B);

solucao de fosfato de amdnio monobasico e acido acético, para enxofre (S).
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3.14 ANALISES MICROSCOPICAS DO LATEX E TECIDOS DA PLANTA

3.14.1 Microscopia optica

A partir da observagéao direta dos tecidos do caule do mamoeiro, de 12 meses de idade,
em corte transversal, foram identificadas cinco diferentes camadas. Os tecidos destas
camadas foram separados e analisados quanto a presenga do dsRNA (item 3.9). A
estimativa dos tecidos presentes nestas camadas foi feita a partir do caule de uma
muda de mamoeiro com, aproximadamente, 3 meses de idade, sadia. Foram obtidos
cortes a fresco, submetidos, posteriormente, a clarificacdo, por 3 min, utilizando-se uma
solugéo de hipoclorito de sddio (2:1 v/v). Em seguida, os cortes foram submetidos aos
seguintes tratamentos: agua destilada (2x), por 5 min; EtOH 30%, por 10 min; EtOH
50%, por 10 min; solugao contendo safranina 1% (p:v) e azul de anilina 1% (p:v), por 5
min; série de EtOH 70%, 80%, 90%, 100%, por 10 min cada; série de EtOH 100% e xilol
(3:1), (1:1) e (1:3) (v/v), por 10 min cada; xilol puro (2x), por 10 min. As laminas foram
montadas em balsamo do Canada (Merck, BR) e armazenadas em estufa a 65 °C, por

24 hrs. Os tecidos foram observados e fotografados ao microscopio 6ptico.

3.14.2 Microscopia eletrénica

Amostras de latex foram coletadas a partir de mamoeiros com meleira e de mamoeiros
sadios. Aliquotas de latex, previamente diluido (1:1 v/v) em tampao cacodilato 0,05 M
pH 7,4, foram fixadas em uma mistura contendo formaldeido 4%, gluteraldeido 2.5% e
tampé&o cacodilato 0,05 M pH 7,4, por aproximadamente 12 hrs a 5 °C. As amostras
foram pos-fixadas com tetroxido de ésmio (OsO4) 1% e desidratadas em percentuais

crescentes de acetona (30, 50, 70, 90, 100% e acetona ultra-seca).

O latex foi submetido a analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV),
utilizando-se um microscopio ZEISS modelo DSEM962, apds ponto critico das amostras

fixadas e desidratadas, com CO, e cobertura destas com uma camada de ouro.
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Adicionalmente, 100 ul de latex fresco foi aplicada sobre uma fita de carbono, que
permaneceu sobre a bancada até a secagem. As amostras foram, entdo, submetidas a
uma avaliagdo qualitativa dos elementos quimicos presentes, através de micro analise
de raio-x, com a voltagem do microscépio eletrénico de varredura variando entre 20 e
25 KV.

Adicionalmente, foram feitas analises de microscopia eletronica de transmisséo (MET)
em seccgdes ultrafinas do latex fixado e desidratado. Para isso, as amostras sofreram
inclusdo em Epon, foram cortadas com o auxilio de um ultramicrotomo com faca de
diamante, e, posteriormente, analisadas e fotografadas em microscopio ZEISS modelo
EM900.

3.15 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados resultantes da quantificacdo dos compostos bioquimicos e dos elementos
quimicos (itens 3.12 e 3.13) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as
médias de cada tratamento foram comparadas pelo teste de Tukey. As letras diferentes

indicam que as médias foram estatisticamente significantes (P < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 DIAGNOSTICO DO PMeV

4.1.1 Extragdo do dsRNA a partir do latex

O latex sofre um processo de polimerizagdo quando exsudado a partir da planta
(MOUTIM et al, 1999), o que dificulta a sua manipulagao em laboratério, mesmo para as
amostras mais fluidas, coletadas a partir de mamoeiros com meleira. Visando manter a
fluidez do latex, as amostras foram diluidas em tampao fosfato pH 6,0 ou tampao citrato
pH 5,0 (1:1 v/v) ou metabissulfito de sédio 2% (p/v). Este ultimo tratamento € conhecido
por induzir a fluidez do latex de mamao através de um mecanismo ainda nao
compreendido (MELO; RUGGIERO, 1988). Apds os trés tratamentos, todas as
amostras de latex avaliadas tiveram a sua fluidez mantida em proporc¢des suficientes

para manipulacdes posteriores.

Uma aliquota de cada amostra de latex diluido foi aplicada diretamente no gel de
agarose, objetivando avaliar a influéncia dos tratamentos sobre a manutencdo da
integridade dos acidos nucléicos presentes no latex. Entretanto, observou-se que para
algumas amostras parte dos acidos nucléicos permaneceu retido no pogo do gel e para
todas as amostras ndo € possivel observar uma banda uUnica correspondente ao
genoma viral, mas sim um arraste (Figura 8). Este arraste pode ser referente a
degradacao dos acidos nucléicos ou por uma forte ligagdo destes com polimeros do
latex. Desta forma, procedeu-se a extragado dos acidos nucléicos do latex com solventes
organicos, seguida de eletroforese. Com este procedimento uma unica banda de acidos
nucléicos foi observada a partir da amostra de latex diluida em tampéo citrato (Figura
8). Por outro lado, os acidos nucléicos extraidos a partir do latex tratado com tampéao
fosfato pH 6,0 ou metabissulfito de sodio 2%, apresentaram migracg&o irregular no gel
(Figura 8). Esses resultados indicam que o tampao citrato pH 5,0 permite um resgate

mais eficiente dos acidos nucléicos presentes no latex de mamoeiros com meleira.
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latex sadio latex infectado

Figura 8 - Avaliagdo de diferentes tratamentos sobre a integridade de &cidos nucléicos
presentes no latex do mamoeiro e extracdo destes acidos nucléicos, utilizando-se solventes
organicos. Amostras de latex diluido em tampao fosfato pH 6,0 foram aplicadas diretamente no
gel de agarose a 1% (1 e 7) ou foram submetidas a extracdo com solventes organicos antes da
aplicagao (4 e 10). O mesmo procedimento foi feito para as amostras diluidas em tampao citrato
pH 5,0 (2 € 8; 5 e 11) e em metabissulfito de sédio 2% (3 e 9; 6 e 12).

A natureza dos acidos nucléicos extraidos apds a diluicao do latex infectado em tampéo
citrato pH 5,0 foi determinada através do tratamento com as enzimas DNase | e RNase
A. O tratamento com a DNase é responsavel pela degradacao do DNA da planta,
enquanto que o tratamento com a RNase degrada, especificamente, RNA fita siples
(ssRNA). Desta forma, os acidos nucléicos que resistem ao tratamento a ambas as
enzimas podem ser considerados como RNA fita dupla (dsRNA). Tal resisténcia foi
observada para os acidos nucléicos extraidos a partir do latex das plantas com meleira.
Eles formaram uma banda no gel de eletroforese com um peso molecular aproximado a
12 kbp, semelhante ao observado para o PMeV (Figura 9) (KITAJIMA et al., 1993;
ZAMBOLIM et al.,, 2003). O tratamento com a RNAse resultou em fragmentos de
tamanho irregular, entre 1 e 4 kbp (Figura 9), indicando uma resisténcia parcial a esta
enzima. Portanto, a banda formada por acidos nucléicos extraidos a partir do latex de
plantas com meleira € composta por moléculas de dsRNA com aproximadamente 12
kbp, semelhante ao descrito para o genoma do PMeV (KITAJIMA et al.,, 1993;
ZAMBOLIM et al., 2003).
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Figura 9 - Tratamento enzimatico dos acidos nucléicos extraidos a partir do latex de mamoeiro
com meleira. Acidos nucléicos ndo tratados (4) ou tratados com DNase (5) e com RNase (6)
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1%. Foi utilizado um marcador de peso
molecular de “escada” em 1 kbp (1 kbp DNA ladder) (M).

4.1.2 Avaliagao das condi¢gdes de armazenamento do latex

Objetivando avaliar o efeito do tempo de armazenamento do latex sobre a integridade
do dsRNA, amostras de latex diluido em tampao citrato pH 5,0 (1:1 v/v) ou em agua
ultrapura (1:1 v/v) e latex puro foram armazenadas sob diferentes temperaturas (25 °C,
5 °C ou -20 °C), durante 25 dias. Em intervalos de cinco dias, o dsRNA presente em
cada amostra foi extraido procedendo-se de acordo com o método de extragao
proposto neste trabalho, e analisado em gel de eletroforese. Para todas as amostras
mantidas a 25 °C, foi observada uma degradagdo progressiva do dsRNA, que

desapareceu quase totalmente ao final do experimento (Figura 10).

Diferentemente, todas as amostras armazenadas as temperaturas de 5 °C ou —20 °C
tiveram a integridade do dsRNA preservada durante os 25 dias de avaliagao.
Comparando os tratamentos tampao citrato pH 5,0, agua ultrapura e latex puro,
observou-se que as amostras diluidas em tampao citrato pH 5,0 e armazenadas a
baixas temperaturas (5 °C ou —20 °C) apresentaram um padrdao de bandeamento mais
intenso, sendo os melhores resultados obtidos com o armazenamento a -20 °C (Figura

10). Estes resultados indicam que o dsRNA presente no latex diluido em tampao citrato
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pH 5,0 (1:1 v/v) e armazenado a -20 °C ¢é preservado durante 25 dias apds a coleta,

sem comprometer a sensibilidade do método de diagndstico do PMeV.

250C 50C -200C
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Figura 10 - Avaliagédo das condigdes de diluicdo e do tempo de armazenamento do latex sobre a
integridade do dsRNA do PMeV. Acidos nucléicos extraidos a partir de amostras de latex puro
(A), latex diluido em agua ultrapura (B) ou em tampao citrato pH 5,0 (1:1 v/v) (C), que
permaneceram armazenadas sob a temperatura de 25 °C, 5 °C ou -20 °C, durante 25 dias. h:
horas, d: dias.
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Observou-se, em varias amostras de plantas com meleira, o aparecimento de uma
banda extra no gel, de aproximadamente 14 kbp (Figura 11). Em plantas com alta carga
viral, ocorreu uma fusdo das duas bandas no gel. Mesmo nestes casos, uma separagao
satisfatéria entre as duas bandas foi obtida desenvolvendo-se a eletroforese a 80 V. A
natureza dos acidos nucléicos que compunham a banda de 14 kbp confirmou-se ser de
DNA genbmico do mamoeiro, ja que ela foi completamente degradada apds o

tratamento com a enzima DNase | (Figura 11).

14 kbp

dsRINA

Figura 11 - Acidos nucléicos extraidos a partir do latex de mamoeiro com meleira e tratamento
destes com DNase |. Acidos nucléicos totais sem tratamento (1) ou submetidos ao tratamento
com DNAse (2) foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.1.3 Extracao do dsRNA a partir dos tecidos vegetais

4.1.3.1 Método cromatografico

O método cromatografico proposto por Dodds e Joseph (1983) e por Valverde (1990)
baseia-se na extragdo dos acidos nucléicos totais, seguida da separagdo destes por
cromatografia de celulose. Esta separacédo esta relacionada com um comportamento
diferencial de moléculas de dsRNA em meio alcodlico, condicdo esta que retém,
preferencialmente, o dsRNA na matriz de celulose, em detrimento dos demais acidos

nucléicos (DNA e ssRNA). Os acidos nucléicos indesejados podem ser eliminados
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lavando-se a coluna com um tampao contendo EtOH. Apds sucessivas lavagens, o
dsRNA purificado pode ser, entao, liberado da matriz de celulose utilizando-se o tampao
sem o EtOH.

Durante os experimentos, visando determinar a eficiéncia da coluna cromatografica de
celulose na eliminagdo dos acidos nucléicos indesejados, uma aliquota do tampéo
alcodlico utilizado durante o inicio e o final da lavagem da coluna foi submetida a
precipitacdo dos acidos nucléicos, seguida de eletroforese. Nas amostras equivalentes
ao inicio da lavagem, observou-se um arraste de DNA e RNA, com diferentes pesos
moleculares (Figura 12). Estes acidos nucléicos estiveram praticamente ausentes na
aliquota do tampao utilizado no final da lavagem, indicando o funcionamento correto da
coluna para a eliminacdo do DNA e RNA do mamoeiro. Para cada amostra foram
utilizados dois ciclos de cromatografia, sendo os acidos nucléicos purificados
submetidos, posteriormente, a um tratamento simultdneo com as enzimas DNase | e
RNase A. Como resultado, observou-se para as amostras provenientes de frutos
doentes uma banda de 12 kbp, equivalente ao dsRNA do PMeV (Figura 12). Este

resultado ndo foi observado para as amostras provenientes de frutos sadios (Figura 12).

tecido infectado tecido sadio
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Figura 12 - Extracdo de dsRNA a partir dos tecidos do mamoeiro, utilizando-se 0 método
cromatografico. Aliquotas do tampdao alcodlico utilizado no inicio (1 e 4) e no final (2 e 5) da
lavagem da coluna de cromatografia tiveram os acidos nucléicos presentes precipitados e
separados por eletroforese. O dsRNA foi liberado da coluna utilizando-se tampao sem EtOH.
Apds a precipitagdo, o acido nucléico foi tratado simultaneamente com DNase e RNase,
seguido de eletroforese (3 e 6). M: marcador de peso molecular de 1 kbp.
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4.1.3.2 Método proposto neste trabalho

Com o objetivo de simplificar o método cromatografico de extracdo de dsRNA, foram
feitas algumas alteragdes no protocolo original: o volume inicial de extragao foi reduzido
de 9,0 ml para 1,0 ml e os dois passos de cromatografia foram excluidos. Apds a
extracdo total de acidos nucléicos utilizando-se tecidos do fruto, as amostras foram
submetidas ao tratamento simultdneo com DNase | e RNase A, seguido de eletroforese.
Os acidos nucléicos extraidos a partir de frutos doentes formaram duas bandas no gel
de eletroforese, uma de 12 kbp e outra de 14 kbp (Figura 13). Apds o tratamento com
as enzimas, somente a banda de 12 kbp foi preservada, indicando a presenca do
dsRNA do PMeV (Figura 13). Os acidos nucléicos extraidos a partir de frutos sadios,
entretanto, formaram uma banda de 14 kbp, que foi completamente degradada apés o
tratamento com DNase |, demonstrando tratar-se do DNA da planta (Figura 13). Através
deste método de extracdo, um numero aproximado de 30 amostras era processado,
normalmente, em um unico dia de trabalho, indicando o seu potencial para o uso em

larga escala.

tecido infectado tecido sadio
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Figura 13 - Extracdo de dsRNA a partir dos tecidos do mamoeiro, utilizando-se o0 método
proposto neste trabalho. Tecidos do fruto do mamoeiro foram submetidos a extragao de acidos
nucléicos totais, sendo estes acidos nucléicos diluidos em agua (1 e 4), tratados com DNase (2
e 5) ou com DNase e RNase (3 e 6) e separados por eletroforese em gel de agarose. M:
marcador de peso molecular de 1 kbp.
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4.2 TRANSMISSAO DO PMeV

4.2.1 Avaliacdo de diferentes métodos de inoculagéo

As viroses de planta podem ser propagadas por mecanismos naturais ou artificiais de
transmissdo. Observagdes de campo demonstram que, em alguns casos, 0s mamoeiros
infectados pelo PMeV apresentam distribuicdo agregada na plantagao, sugerindo que a
transmissao do virus dentro do pomar ocorra, artificialmente, ao longo das linhas de
plantio, através de ferimentos provocados durante o manejo da cultura (VENTURA et
al., 2003). O papel dos ferimentos na transmissdo do PMeV foi avaliado utilizando-se

mudas de mamé&o mantidas em casa de vegetacao ou plantas adultas, no campo.

As mudas foram submetidas a quatro métodos de inoculagao diferentes. As folhas das
plantas foram lesionadas através de cortes no limbo (1) e no peciolo (2), além de
abrasdo no limbo com areia (3), seguidos de inoculagao do latex infectado. Foi avaliada
também a injecdo direta de latex infectado no apice do caule (4). Todas as mudas
tiveram aliquotas de latex coletadas em intervalos de quinze dias, durante um periodo
total de 90 dias. O latex foi, entdo, submetido a extragdo do dsRNA, seguido de
eletroforese. A banda de 12 kbp equivalente ao dsRNA do PMeV néao foi observada no
gel para as amostras correspondentes as mudas que sofreram os ferimentos de corte
ou abrasao nas folhas. Resultado semelhante foi obtido para as mudas nao inoculadas,
utilizadas como controle negativo (Figura 14). Por outro lado, o dsRNA foi extraido a
partir das mudas que sofreram a inje¢éo de latex infectado no apice do caule (Figura
14). Entre as cinco plantas injetadas com o latex, uma apresentou o dsRNA quinze dias
pos-inoculagdo, enquanto outras duas apresentaram o acido nucléico trinta dias pos-
inoculagao, totalizando trés plantas infectadas pelo PMeV. A intensidade da banda foi
crescente ao longo dos noventa dias de experimento, para as trés plantas infectadas
(Figura 14).

Em condicbes de campo, cinco plantas adultas sofreram abrasdo no caule, com o
auxilio de uma escada semelhante as utilizadas durante a colheita dos frutos, seguida

de inoculacao de latex infectado. Quinze dias pds-inoculagdo, o latex das plantas foi
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coletado acima e abaixo do sitio de inoculagdo e submetido a extragdo e analise do
dsRNA. As plantas inoculadas permaneceram nao infectadas apds os quinze dias de
avaliagao, resultado evidenciado pela auséncia do dsRNA no latex das plantas, similar

ao observado para o controle negativo (Figura 14).
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controle

30 dias

45 dias

60 dias

Figura 14 - Avaliacao de diferentes métodos de inoculagao do PMeV através de ferimentos nos
tecidos das plantas. Plantas controle permaneceram nao inoculadas (1). O latex de plantas com
meleira foi aplicado sobre cortes no limbo (2) ou no peciolo (3) da folha ou sobre a folha
lesionada com areia (4). Outras plantas sofreram a injecao direta de latex infectado no apice do
caule (5). Amostras de latex coletadas no momento da inoculagao (controle) ou 15, 30, 45, 60,
75 e 90 dias pds-inoculacdo foram submetidas a extracdo de acidos nucléicos, seguido de
eletroforese. M: marcador de peso molecular de 1 kb.
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4.2.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE TRANSMISSAO DO PMeV PELA MOSCA-
BRANCA T. variabilis

A transmissdo natural do PMeV provavelmente ocorre através de vetores, como
observado para a maioria dos virus de planta. Foi demonstrado que a mosca branca B.
tabaci é capaz de transmitir o PMeV sob condi¢cdes controladas (VIDAL et al., 2003).
Contudo, nao pode ser descartado o envolvimento de outros insetos na transmissao
deste virus, considerando a diversidade das espécies que ocorrem na cultura do
mamao (LIMA et al., 2003). Entre essas espécies, uma importancia particular tem sido

atribuida a mosca branca T. variabilis.

A capacidade de transmissdo do PMeV pela mosca T. variabilis foi avaliada utilizando-
se mamoeiros do cv. Sunrise Solo, mantidos em casa de vegetacao protegida contra
afideos. As plantas foram divididas em dois grupos: plantas inoculadas pela inje¢ao de
latex infectado e plantas ndo inoculadas (Figura 6). Um més apds a inoculagéo, as
plantas foram infestadas com uma populagdo de moscas brancas T. variabilis. Trinta
dias apés a adicdo das moscas na casa de vegetagdo, mamoeiros sadios de diferentes
cultivares (cv. Golden, cv. Sunrise Solo e cv. Taiwan), foram expostos as moscas,
durante vinte dias. As plantas envolvidas foram, entdo, avaliadas quanto a infec¢ao pelo
PMeV, através da extragcdo do dsRNA do virus a partir de aliquotas de latex, seguida de
eletroforese. As moscas brancas adultas e as ninfas presentes nas folhas de plantas
inicialmente sadias ou de plantas inoculadas foram coletadas e também submetidas a
extracdo do dsRNA. Entre as plantas avaliadas, a banda de dsRNA foi observada nas
amostras correspondentes as plantas inoculadas com latex infectado, no inicio do
experimento (Figura 15), confirmado o estabelecimento da infecgdo. Essas plantas
representaram uma fonte de in6culo para o PMeV ao longo do experimento. Entretanto,
o dsRNA néo foi extraido a partir das amostras de latex provenientes dos trés cultivares
de mamoeiros sadios, que foram expostos na casa de vegetagao (Figura 15). O mesmo
foi observado para as amostras correspondentes as plantas sadias, que permaneceram

expostas as moscas, ao longo de todo o experimento (Figuras 6 e 15).

As moscas brancas adultas submetidas a extragao de acidos nucléicos demonstraram a

capacidade de adquirir o PMeV, uma vez que o dsRNA foi extraido a partir destes
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insetos (Figura 15). De forma semelhante, as ninfas, coletadas sobre as plantas
infectadas através da inoculagao com o latex, também apresentaram o dsRNA (Figura
15). Diferentemente, as ninfas coletadas sobre as plantas sadias ndo apresentaram o
acido nucléico (Figura 15). Pelos resultados obtidos a mosca-branca T. variabilis ndo foi
eficiente para transmitir o PMeV para mamoeiros sadios sob condi¢gdes controladas,

embora seja capaz de adquirir o virus a partir de mamoeiros infectados.

plantas moscas

controle

Figura 15 - Avaliacdo da capacidade de transmissdao do PMeV para diferentes cultivares de
mamoeiros pela mosca T. variabilis, sob condicbes controladas. Inicialmente, as plantas foram
inoculadas com latex infectado (1) ou permaneceram n&oinoculadas (2). Apés trinta dias, estas
plantas foram infestadas com uma populacdo de moscas T. variabilis e aos trinta dias pos-
infestacao, mamoeiros dos cultivares Taiwan (3), Golden (4) e Sunrise Solo (5) foram expostos
na casa de vegetagdo. Todas as plantas tiveram aliquotas de latex coletadas vinte dias pos-
exposicao, sendo o latex coletado, submetido, posteriormente, a extracdo e analise do dsRNA
do PMeV. Da mesma forma, as moscas adultas (6) e as ninfas coletadas sobre plantas
infectadas pelo PMeV (8) e as ninfas coletadas sobre plantas nao infectadas pelo virus (7)
foram analisadas quanto a presenca do dsRNA.
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4.3 DISTRIBUIGAO DO PMeV EM MAMOEIROS

4.3.1 Distribuicdo em diferentes fases da infecgao

No campo, plantas mantidas em condigcdes experimentais tiveram aliquotas de latex
coletadas a partir de: folhas novas, folhas completamente expandidas, folhas velhas,
flores, frutos novos, frutos do meio da coluna de frutificacao, frutos velhos, caule abaixo
da coluna de frutos (30-40 cm), caule a 15-20 cm acima do solo e raizes. Foram
avaliadas plantas com 30 e 45 dias pos-inoculacao de latex infectado e plantas com 45
dias, 3, 6 e 12 meses apds a manifestacdo dos sintomas da meleira. Apds extragcado do
dsRNA presente nas amostras de latex, seguida de eletroforese, observou-se um perfil
de bandas, indicando os 6rgaos e as fases da infecgdo nas quais o PMeV pbde ser
detectado (Figura 16). A banda de dsRNA foi observada nas amostras provenientes de
folhas jovens e flores de plantas com 30 e 45 dias pds-inoculagao (Figura 16). Nas
plantas com 45 dias, 3, 6 € 12 meses apds a manifestacdo de sintomas, a banda de
dsRNA foi observada em todas as amostras analisadas, exceto nas raizes (Figura 16).
A coleta de latex no caule a 15-20 cm acima do solo n&o foi possivel a partir das plantas
com sintomas de meleira. Portanto, o PMeV se distribui, inicialmente, nos 6rgao
préoximos ao sitio de inoculagao e ao longo de quase toda a planta, nos estagios mais
avancados da infecgcdo. Aparentemente, o virus se concentra nos 6rgaos ricos em
laticiferos, como caule e frutos, cujo latex apresentou bandas de dsRNA bastante

intensas (Figura 16).
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Figura 16 - Deteccdo do dsRNA do PMeV no latex coletado a partir de diferentes 6rgédo do
mamoeiro, em diferentes fases da infeccdo. Aliquotas de latex foram coletadas a partir de folhas
novas (A), folhas completamente expandidas (B), folhas velhas (C), flores (D), frutos novos (E),
frutos do meio da coluna (F), frutos velhos (G), caule 30-40 cm abaixo da coluna de frutos (H),
caule 15-20 cm acima do solo (I) e raiz (J) e submetidas a extracdo e analise do dsRNA do
PMeV. O latex de plantas com meleira ou de plantas sadias foi utilizado como controle positivo
(CP) ou negativo (CN), respectivamente. d: dias. m: meses.
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4.3.2 Distribuigao do virus na planta: analise dos tecidos

Com o objetivo de confirmar o dados de distribuicdo do PMeV, obtidos apds a analise
do latex das plantas, os tecidos de mamoeiros com meleira foram analisados quanto a
presenca do dsRNA do PMeV. Tecidos do apice do caule (camadas interna e externa),
do caule abaixo da coluna de frutos (caule subdividido em 5 camadas, em corte
transversal), de flores, de frutos (casca e mesocarpo) e de folhas (peciolo, limbo e
nervuras primarias e secundarias) foram submetidos a extracdo do dsRNA utilizando-se
a metodologia proposta neste trabalho, seguida de eletroforese. A banda de 12 kbp
composta pelo dsRNA foi observada em amostras correspondentes a tecidos de folhas,
flores e frutos (casca e mesocarpo) (Figura 17). No caule, o virus foi detectado em
tecidos mais externos da regiao apical e nos tecidos mais internos da regido da coluna
de frutos ou abaixo desta coluna (Figura 17). Pode ser observado que as bandas de
dsRNA mais intensas foram encontradas nos tecidos do caule e dos frutos (Figura 17).
Estes resultados confirmam os dados de distribuicdo do PMeV em mamoeiros obtidos a
partir da analise do latex, reforcando a idéia de que o virus esta presente em 6rgaos

ricos em laticiferos.

Apoés subdividir o caule da planta em cinco camadas, na regido abaixo da coluna de
frutos, em corte transversal, foi observado que o dsRNA esta presente nos tecidos
correspondentes as camadas 2 e 3 (Figuras 18). Através de microscopia Optica, os
tecidos presentes nestas camadas foram identificados como xilema, cambio vascular e
floema (Figura 18). Esau (1976) descreve que os laticiferos de C. papaya estdo
distribuidos, principalmente, entre os tecidos do xilema e do floema, confirmando,
portanto, a correlagao positiva entre a ocorréncia do PMeV e a presenca dos laticiferos

do mamoeiro.

Com o objetivo de avaliar a presenga do PMeV nas sementes do mamoeiro, estas
foram subdivididas em caruncula, sarcotesta e envoltério seminal. Considerando o
elevado teor de polissacarideos nas sementes, os acidos nucléicos foram extraidos
utilizando-se tampéo de extragdo contendo o detergente CTAB, que facilita a eliminagao
de agucares, seguido de tratamento com DNase e eletroforese. Os acidos nucléicos

totais formaram uma banda de peso molecular aproximado entre 14 kbp e 12 kbp no gel
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(Figura 19). Contudo, apdés o tratamento enzimatico, somente os acidos nucléicos
extraidos a partir de tecidos do pedunculo demonstraram resisténcia a DNase (Figura
19). O peso molecular observado e a resisténcia a degradagcédo pela DNase indicam
tratar-se de moléculas de dsRNA. Portanto, entre as trés regides da semente avaliadas,

o PMeV foi detectado apenas na caruncula.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17

10 kbp
—_—

(A)

(B)

Figura 17 - Detecgao do dsRNA do PMeV em diferentes tecidos de mamoeiros com meleira. Foi
feita uma extragao total de acidos nucléicos (A), a partir de tecidos da raiz (1), tecidos internos
do caule na coluna de frutos (2), tecidos externos do caule na coluna de frutos (3), tecidos
internos do apice do caule (4), tecidos externos do apice do caule (5), tecidos internos do caule
abaixo da coluna de frutos, subdivididos nas camadas C1 (6), C2 (7), C3 (8), C4 (9) e C5 (10),
em corte transversal, nervuras primarias (11), nervuras secundarias (12), limbo foliar (13), flor
(14), peciolo (15), casca dos frutos (16) e mesocarpo dos frutos (17), seguida do tratamento
destes com DNase | (B). Os acidos nucléicos nao tratados ou tratados com a enzima foram
separados por eletroforese, utilizando-se um marcador de peso molecular de 1 kbp (M).
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Figura 18 - ldentificacdo dos tecidos do caule do mamoeiro. Secgéo transversal do caule do
mamoeiro (A), indicando o parénquima medular (C1), os tecidos do xilema (C2), tecidos do
cambio vascular e floema (C3), as fibras dos feixes vasculares (C4) e o parénquima cortical e
epiderme (C5). Os laticiferos do mamoeiro podem ser observados (seta) ocorrendo entre
células do xilema (B) e do cambio vascular e floema (C).

A extracdo de acidos nucléicos a partir da caruncula e sarcotesta da semente foi
possivel através do aumento na concentragcdo de NaCl de 1,4 M para 4,4 M no tampao
de extragcdo, aumentando a eficiéncia de retirada dos agucares (TEL-ZUR et al., 1999).
As partes internas da semente (hipocdtilo, cotilédones e endosperma) foram também
avaliadas utilizando-se NaCl 4,4 M, mas a grande maioria dos polissacarideos
permanecia junto com os acidos nucléicos no final da extragao, inviabilizando as etapas
posteriores de tratamento enzimatico e de eletroforese. Para estas partes foi, entao,
avaliada a adicéo de NaCl 5,4 M e 6,4 M ao tampéo de extragdo. Entretanto, na etapa
de precipitacdo, grande parte do NaCl utilizado precipitava junto com os acidos
nucléicos extraidos. No gel de eletroforese, observou-se uma quantidade muito

pequena de acidos nucléicos totais, com um padrdo de migragéo irregular. Por estes
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motivos, ndo foi possivel a identificagdo da ocorréncia do dsRNA no hipocdtilo,

cotilédones e endosperma da semente do mamoeiro.

tecido infectado tecido sadio

] 2 3 4

M

10 kbp
—_—

(A)

(B)

Figura 19 - Deteccdo do dsRNA do PMeV em sementes do mamoeiro. Os acidos nucléicos
foram extraidos a partir de tecidos da semente, subdividida em caruncula (1 e 4), sarcotesta (2
e 5) e envoltério seminal (3 e 6). Estes acidos nucléicos foram separados por eletroforese, sem
tratamento (A) ou apés digestdo com DNase | (B), utilizando-se um marcador de peso molecular

de 1kbp (M).
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4.4 INTERACAO PMeV VERSUS MAMOEIROS

Os virus sado capazes de induzir uma série de reagdes na planta hospedeira, auxiliando
0 processo infeccioso. As plantas, por sua vez, respondem a infeccdo na tentativa de
defender-se contra o agente invasor. As respostas do mamoeiro ao estresse
representado pela infeccdo do PMeV foram avaliadas através da analise qualitativa e
quantitativa de compostos bioquimicos e de elementos quimicos e também a partir de
dados de microscopia. Durante as analises, utilizando-se latex ou tecidos da planta, foi
dada énfase a influéncia exercida pelo virus sobre os laticiferos, uma vez que a
distribuicao destas células na planta esta diretamente relacionada com o a distribuicéo
do PMeV. Além disso, o virus parece alterar a fisiologia do laticifero, uma vez que o
principal sintoma da meleira compreende uma exsudacao espontanea de latex fluido a

partir de frutos e folhas.

4.4.1 Testes histoquimicos

Foram utilizados dois tipos de testes histoquimicos: um baseado na coloracéo
temporaria de compostos bioquimicos e outro baseado na atividade de enzimas
presentes no préprio tecido. O primeiro deles objetivou avaliar a presenga dos
compostos gerais do latex, enquanto que o segundo tipo de teste foi aplicado a tecidos
do peciolo das plantas, objetivando determinar a distribuicdo das células produtoras de
H,O,. Toda a avaliagao foi desenvolvida em amostras coletadas a partir de plantas

sadias e de plantas com meleira.

4.4.1.1 Histoquimica do latex

Aliquotas de latex foram avaliadas quanto a presencga de agucares redutores, proteinas,

lipideos, amido, compostos fendlicos, alcaldides e cristais de oxalato de calcio. Apds os
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testes, foram identificados compostos fendlicos, proteinas, lipideos, amido e agucares
redutores, a partir de ambas as amostras, sadias ou com meleira (Figuras 20 e 21).
Comparando latex sadio com latex coletado a partir de plantas doentes, observou-se
que os agucares redutores coraram mais intensamente nas amostras de latex sadio,
distribuindo-se na superficie dos polimeros de latex (Figura 21). J& nas amostras
infectadas pelo PMeV, além de menor intensidade de coloragao, os agucares redutores
apresentaram um aspecto mais disperso (Figura 21). Além disso, nas amostras sadias
foram observadas vesiculas definidas, com aspecto oleoso, enquanto que nas amostras

infetadas algumas vesiculas também foram observadas, mas com formato irregular.

ApoOs submeter amostras de latex a coloragao indicadora da presenga de alcaldides,
observou-se que estes compostos estavam presentes apenas no latex infectado pelo
PMeV (Figura 21), indicando que os alcaldides foram produzidos em resposta ao virus.
Uma outra resposta foi observada apdés submeter o latex ao reagente Sudan llI,
responsavel pela indicagdo da ocorréncia de lipideos. Este reagente induziu a formagao
de cristais com formato semelhante a rafides (Figura 21). Polimeros de latex foram
observados no centro dos cristais (Figura 21) como se eles auxiliassem o processo de

cristalizacao.

A composicao dos cristais foi determinada apds submeté-los, separadamente, a um
teste de solubilidade diferencial em acido cloridrico ou em acido acético. Eles foram
soluveis em acido cloridrico e insoluveis em acido acético (Figura 21), indicando tratar-
se de oxalato de calcio. Os cristais foram observados em maior quantidade a partir das
amostras infectadas pelo PMeV (Figura 21). Deve ser destacado que os cristais foram
observados apenas durante a coloragao para lipideos, ndo sendo observados no latex
durante todos os demais testes histoquimicos, bem como durante a observacido do

latex sem nenhum tratamento.
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Figura 20 - Histoquimica do latex do mamoeiro. Latex coletado a partir de plantas com meleira
(A-E) ou coletado de plantas sadias (F-J) foram avaliados quanto a presenga de compostos
fendlicos (A e F), proteinas (B e G) e lipideos (C e H), amido (D e I), utilizando-se latex sem

tratamento, como controle (E e J).
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Figura 21 - Histoquimica do latex do mamoeiro. Latex coletado a partir de plantas com meleira
(A-F e L e N) ou coletado de plantas sadias (G-J e M e O) foram avaliados quanto a presenca
de agucares redutores (A e G, em aumento de 20x; B e H, em aumento de 40x), alcaldides (C e
I) e cristais (D-F e J). Os cristais foram insoluveis em &acido acético (L) e soluveis em &acido
cloridrico (M), demonstrando tratar-se de oxalato de calcio. O latex sem tratamento foi utilizado
como controle (N e O).
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4.4.1.2 Detecgéao de H,O, tecidual

A partir dos testes histoquimicos constatou-se que o latex do mamoeiro, principalmente
aquele coletado a partir de plantas com meleira, possui oxalato de calcio na sua
composic¢ao. A ocorréncia deste composto pode estar relacionada com a producio de
espécies reativas de oxigénio, uma vez que ele tem sido descrito como um substrato
para enzimas com atividade de oxalato oxidase, que atuam convertendo o oxalato em
H,0, e oxigénio (O2) (LANE et al., 1993). Com o objetivo de correlacionar a distribuicao
dos laticiferos, que sdo as células responsaveis pela produ¢cdo e armazenamento do
latex, com os centros de producido de H,O, nos tecidos do mamoeiro, foi utilizado um
método de marcagao de H,O, que se baseia na atividade de peroxidases presentes no
préprio tecido. Estas enzimas sao responsaveis pela redugao do H,O, em agua (H20) e
O, (Figura 3). Durante a coloragéo, os tecidos da planta sdo depositados em uma
solugdo acida, contendo o reagente DAB (3,3"-diaminobenzidina), que atua como um
substrato para as peroxidases durante a degradacdo do H,0O,, resultando em um

composto marrom, nos locais onde o H,O, estava presente (Figura 22).

Os tecidos do peciolo de mamoeiros do cultivar Golden foram secionados em corte
transversal e longitudinal e submetidos a coloracdo com DAB. Posteriormente, os cortes
foram montados em glicerol e analisados ao microscopio 6ptico. Uma coloragdo marrom
clara foi observada ao longo de todos os tecidos do peciolo, tanto para as amostras
sadias quanto para as infectadas pelo PMeV (Figura 23). Uma cor marrom intensa

esteve associada as células do xilema (Figura 23 A e G).

CNZImas
HO ]'Nrﬂ-"'i“ihi-*"“-"*h HO + precipitado de
oA g S hlp COI Marrom
DAB

Figura 22 - Reacdo do processo de marcacdao do H,O, produzido pelos tecidos vegetais,
utilizando o reagente DAB (3,3°-diaminobenzidina) como substrato.
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Os laticiferos foram identificados facilmente, ocorrendo entre o xilema e o floema como
células articuladas, formando sistemas de ductos conectados através de anostomoses
(Figura 23 D, | e O). Esta descricdo anatdbmica para os laticiferos de C. papaya esta de

acordo com aquela feita por Esau (1976).

Tanto os laticiferos das amostras sadias quanto os das amostras infectadas foram
corados de marrom escuro (Figuras 23 A-B e G-H), indicando que estas células sao
locais de producdo de H»0O,. Contudo, os laticiferos de peciolos com meleira
apresentaram uma coloracdo marrom mais intensa que aquela observada para os
laticiferos sadios (Figura 23 C e J), indicando que a produg¢ao de H,O; pelos laticiferos
nao € uma resposta especifica a infecgdo pelo PMeV, mas se acentua nas plantas
infectadas pelo virus. Por outro lado, somente as células companheiras do floema de
plantas com meleira produziram o H;O, (Figuras 23 A e G), demonstrando tratar-se de
uma resposta especifica a infecgado. As células companheiras foram identificadas como

células pequenas, associadas aos elementos de vaso do floema (Figura 23 L-O).
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Figura 23 - Detecgéo dos sitios de produgédo de H,O, nos tecidos do mamoeiro, utilizando-se o
reagente DAB. Tecidos do peciolo de plantas sadias (A-D) e tecidos de peciolo de plantas com
meleira (G-O) foram submetidos a coloragdo com o reagente DAB. Tecidos de peciolos sadios
(E) e com meleira (F) ndo submetidos ao mesmo reagente foram utilizados como controle.
Asterisco: xilema; Seta: laticiferos; triangulo: células companheiras do floema. Barras: 0,5 mm
(O,F),0,1mm (A,B,D, E, G, 1I,J,L,N), 10 mm (C, H, M).
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4.4.2 Dosagens de compostos bioguimicos do latex

O latex exsudado a partir de plantas com meleira é caracterizado por uma maior fluidez,
quando comparado com o latex leitoso das plantas sadias (VENTURA et al., 2001).
Alguns compostos bioquimicos gerais foram quantificados objetivando compreender os
efeitos do PMeV sobre os laticiferos, que levam a maior fluidez do latex. Os dados

obtidos encontram-se relacionados na Tabela 1.

Inicialmente, foi determinado o teor de agua do latex apds aquecé-lo a 70 °C durante
cinco horas. Observou-se que o latex coletado a partir de plantas infectadas pelo virus
apresenta um maior teor de agua (87,33%), quando comparado com o latex sadio
(81,03%). Isso indica que a maior fluidez do latex infectado esta associada a um teor
mais elevado de agua. Esta diferenga nao parece ser acompanhada por alteragdes no
pH do latex, ja que os valores de pH obtidos para a fase liquida do latex infectado (pH

6,13) ou sadio (pH 5,68) ndo apresentaram diferengas significativas.

Foi também quantificado o teor de acucares totais, de sacarose e de proteinas totais
presentes no latex. Os valores obtidos indicam que estes trés compostos estao
presentes em menor concentragdo no latex infectado pelo PMeV. O teor de proteinas
foi de 133,33 ug ml” para o latex infectado, comparado com 175,0 Mg ml” para o latex
sadio. Ja os teores de acUcares totais e de sacarose foram 188,0 ug mli” e 30,0 ug ml™
para o latex infectado, comparado com 446,0 ug ml™ e 60,0 pg ml™" para o latex sadio,

respectivamente.
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Tabela 1 - Dosagens de compostos bioquimicos e de elementos quimicos presentes no latex do
mamoeiro, sadio ou infectado pelo PMeV.

Latex sadio Latex infectado
Dosagens de compostos bioquimicos
Conteudo de agua (%) 81,03 b* 87,33 a
pH 5,68 a 6,13 a
ug ml”’
Acucares totais 446,0 a 188,0 b
Sacarose 60,0 a 30,0b
Proteinas totais 175,0 a 133,33 b

Dosagens de elementos quimicos

% em massa seca

Fdsforo 0,30 b 0,33 a
Potassio 0,59 b 0,77 a
Calcio 0,71 a 0,35 a
Magnésio 0,81 a 0,78 a
Enxofre 1,63 a 1,71 a
ppm
Ferro 20,00 a 20,00 a
Zinco 7,00 a 6,00 a
Boro 42,66 a 28,03 a

*Teste de Tukey (P < 0.05).
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4.4.3 Quantificacdo de elementos quimicos presentes no latex

A partir das dosagens bioquimicas gerais, observou-se que a fluidez elevada do latex
infectado pelo PMeV era acompanhada por um maior teor agua. Considerando o papel
de alguns elementos quimicos no processo de captagdo de agua pelas células, foram
quantificados os elementos fésforo, potassio, céalcio, magnésio, enxofre, ferro, zinco e
boro presentes no latex, utilizando-se a técnica de espectroscopia de absorg¢ao atébmica.

Os resultados obtidos encontram-se relacionados na Tabela 1.

Entre os elementos analisados, somente os valores obtidos para os niveis de fésforo e
potassio apresentaram diferengas significativas, comparando amostras de latex sadio
com amostras de latex infectado pelo PMeV. O elemento potassio representou 0,77%
da massa seca do latex infectado, comparado com 0,59% do latex sadio. Ja o elemento
fésforo representou 0,33% da massa seca do latex infectado, comparado com 0,30% do

latex sadio.

4.4.4 Analises do latex por microscopia eletrénica

A influéncia do PMeV sobre a morfologia dos polimeros do latex foi avaliada através de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A analise do latex revelou a presenca de
polimeros com formato irregular, ocorrendo em menor quantidade nas amostras
infectadas pelo virus (Figura 24). Nestas amostras, os polimeros eram menores e
apresentavam uma superficie mais irregular, quando comparado com os polimeros do
latex sadio, que apresentaram um aspecto compacto (Figura 24). Apesar disto, uma
micro-analise de raio-x revelou que ambos os polimeros, de latex sadio ou infectado,
eram compostos pelos mesmos elementos quimicos: magnésio, fosforo, potassio, calcio
e enxofre (Figura 25). Em ambas as amostras (sadias ou infectadas), o pico de

deteccao de enxofre foi superior ao observado para os demais elementos (Figura 25).
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Figura 24 - Analise do latex do mamoeiro por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). A
estrutura superficial dos polimeros de latex de plantas com meleira foi avaliada por MEV (A-C)
utilizando-se latex de plantas sadias como controle (D-F). Barras: 500 ym (A e D), 100 ym (E),
50 ym (B) e 20 ym (C e F).
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Figura 25 - Composi¢do elementar dos polimeros presentes no latex do mamoeiro. Os
polimeros do latex infectado pelo PMeV ou do latex sadio foram submetidos a micro-analise de
raio-x, observado-se o mesmo perfil de elementos quimicos, para ambos.

As caracteristicas observadas para os polimeros do latex infectado foram confirmadas
através de analises por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Estes polimeros
apresentam um centro compacto e uma periferia com aspecto esponjoso, comparado
com o aspecto homogéneo dos polimeros sadios (Figura 26). Curiosamente, as
particulas do PMeV foram observadas aderidas na superficie dos polimeros, como se
estivessem imersas na parte esponjosa destes (Figura 26). Portanto, o virus causa
alteragdes morfoldégicas nos polimeros do latex, ligando-se na superficie destes

polimeros.
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Figura 26 - Analise do latex do mamoeiro por microscopia eletrénica de transmissao (MET).
Secgbes ultrafinas do latex coletado a partir de plantas com meleira (A) e do latex coletado a
partir de plantas sadias (B). A seta indica as particulas do PMeV aderidas na superficie dos
polimeros do latex. Barra: 200 nm.
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5 DISCUSSAO

5.1 DIAGNOSTICO DO PMeV

5.1.1 Diagnéstico a partir do latex

Neste trabalho, foi apresentado um método para o diagndstico molecular do PMeV
utilizando-se latex do mamoeiro. Inicialmente, o latex foi submetido aos tratamentos de
diluicdo em tampao fosfato pH 6,0 ou citrato pH 5,0, ou a adicdo de metabissulfito de
soédio 2%, seguidos de aplicagao direta em gel de eletroforese. Este procedimento, que
€ semelhante aquele proposto por Habibe e outros (1999), forneceu um arraste de
acidos nucléicos, observado somente nas amostras infectadas pelo PMeV. A ocorréncia
de arraste indica que os acidos nucléicos encontram-se ligados nos polimeros do latex.
Algumas vezes, estes polimeros apresentavam um tamanho maior que os poros do gel,

retendo os acidos nucléicos ainda no pog¢o de aplicagéo.

Considerando que o latex do mamoeiro é composto principalmente por proteinas
(MOUTIM et al., 1999), a utilizagdo de solventes organicos (fenol e cloroférmio) permitiu
a extracado dos acidos nucléicos presentes neste exsudado. Diferente do observado
para o latex diluido em tampéao fosfato pH 6,0 ou latex contendo metabissulfito de sédio
2%, o latex diluido em tampéao citrato pH 5,0 forneceu uma banda definida, composta de
dsRNA. Este resultado pode estar relacionado com o pH acido do tampao. Nesta
condigdo, os grupos fosfato das moléculas de RNA encontram-se protonados,
eliminando repulsdes eletrostaticas internas, o que as torna mais estaveis e de facil
resgate (FARRELL JUNIOR, 1998).

O dsRNA extraido a partir do latex diluido em tampao citrato pH 5,0 foi resistente ao
tratamento com a enzima DNase | e parcialmente resistente a enzima RNase A (Figura
9), confirmando a ocorréncia de moléculas de dsRNA nas amostras. A RNase utilizada
degrada, especificamente, moléculas de ssRNA. Contudo, a enzima & capaz atacar
pequenos seguimentos de fita-simples (bases desemparelhadas), que podem ocorrer

ao longo de moléculas de dsRNA. Considerando a extensao da molécula de dsRNA do
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PMeV (12 kbp), seguimentos de fita-simples podem ter ocorrido, por exemplo, durante
os procedimentos de extracéo e tratamento enzimatico. A clivagem destes seguimentos
pela RNase teria resultado em pequenos fragmentos de dsRNA, o que explica o padrao

de migracao eletroforética observado na Figura 9.

Além do dsRNA do PMeV, o DNA da planta foi também extraido, a partir do latex
infectado, formando uma banda de aproximadamente 14 kbp no gel de eletroforese
(Figura 11). Este resultado é semelhante ao observado por Tavares e outros (2004).
Entretanto, a banda de DNA foi observada somente em alguns experimentos, indicando
que a ocorréncia de DNA no latex do mamoeiro ndo € um carater permanente. Isto
pode estar relacionado com as proprias caracteristicas dos laticiferos (DATTA; IQBAL,
1994). As células maduras de laticiferos do tipo articulado, como aqueles que ocorrem
em C. papaya, perdem praticamente todos os seus constituintes internos na
maturidade, sendo preenchidas por latex, enquanto que as células mais jovens sao
compostas por vesiculas de latex e por algumas organelas e nucleo. A articulagdo entre
as celulas em diferentes estagios de maturagdo permite o fluxo de latex ao longo dos
canais. Este fluxo, por sua vez, é capaz de carrear o nucleo das células jovens, razao
pela qual o DNA da planta pode estar presente no latex. Por este motivo, dependendo
do estagio do desenvolvimento vegetal em que o latex for coletado existe a

possibilidade de ocorréncia de DNA no exsudado.

Durante o diagnostico do PMeV, a extracdo de acidos nucléicos presentes no latex,
que, apds a eletroforese, formem uma unica banda no gel, pode resultar em falsos
positivos para o virus, considerando a proximidade entre o peso molecular do dsRNA
do virus (12 kbp) e o do DNA da planta (14 kbp). Portanto, para um diagndostico mais
seguro, a confirmagédo do peso molecular da banda atribuida ao virus deve ser feita
aplicando-se no gel um marcador de peso molecular de 1 kbp e uma amostra do dsRNA
do PMeV previamente extraida (controle positivo). Devem ser considerados positivos
para a infecgdo com o PMeV os mamoeiros cujos os acidos nucléicos extraidos a partir
do latex formarem uma banda de peso molecular idéntico ao controle positivo (12 kbp),
ou mamoeiros cujos acidos nucléicos formarem duas bandas no gel, entre 12 e 14 kbp.

A ocorréncia destas duas bandas nao demanda o tratamento com DNase |.
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Em geral, moléculas de dsRNA mostram-se menos passiveis de sofrerem aberturas no
duplex (desnaturacédo) quando comparadas com outros tipos de acidos nucléicos. Além
de facilitar o ataque por algumas nucleases, estas aberturas tornam a molécula mais
susceptivel a outros processos de degradagdo. O dsRNA do PMeV se desnatura,
especificamente, sob exposi¢ao curta a 96 °C (ZAMBOLIM et al., 2003). Entretanto, o
dsRNA foi progressivamente degradado, ao longo de 25 dias, quando as amostras de
latex puro ou latex diluido em agua ultrapura ou em tampao citrato pH 5,0
permaneceram a 25 °C (Figura 10). Portanto, a manutencdo do latex a temperatura
ambiente resulta em degradacdo do dsRNA do PMeV, provavelmente associada ao
ambiente bioquimico do latex, sendo capaz de comprometer a sensibilidade de métodos

de deteccéo futuros.

A integridade do dsRNA presente no latex infectado, por outro lado, foi preservada
quando o latex (diluido em tampao citrato pH 5,0 ou agua ultrapura ou latex puro)
permaneceu armazenado sob 5 °C ou -20 °C, durante 25 dias. Novamente, as
amostras diluidas em tampao citrato pH 5,0 permitiram um resgate mais eficiente do
dsRNA, resultando em um padrdo de bandeamento bastante intenso no gel,
principalmente para as amostras mantidas a —20 °C (Figura 10). Este resultado deve-se
a conhecida preservagdao de moléculas de RNA sob temperaturas mais baixas
(FARRELL JUNIOR, 1998) e indica que a diluicdo em tampao citrato pH 5,0 (1:1 v/v),
seguida de armazenamento a —20 °C, é a condigdo mais adequada de tratamento do
latex, antes do procedimento de diagndstico do PMeV. Este tratamento simples pode
ser feito pelo préprio produtor, apos coletar o latex das plantas que se deseja analisar.
As amostras podem, entéo, permanecer a —20 °C (em freezer) até serem transportadas,
em caixa térmica a 5 °C (caixa de isopor com gelo), ao laboratério de andlise, mantendo

a sensibilidade maxima do diagnéstico.
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5.1.2 Diagnostico nos tecidos

A metodologia de extracdo e analise de moléculas de dsRNA descrita por Dodds e
Joseph (1987) e por Valverde (1990), que envolve uma extragao total de acidos
nucléicos, seguida da separagcado destes por cromatografia de celulose, ja foi utilizada
para a extracdo do dsRNA do PMeV a partir do latex e dos tecidos do mamoeiro
(BARBOGSA et al., 1999). De forma semelhante, utilizando-se a mesma metodologia, o
dsRNA do PMeV foi extraido a partir de tecidos de mamoeiros com meleira, permitindo
a distincao entre plantas sadias e plantas doentes (Figura 12). Contudo, como apontado
por Souza e outros (2002), observou-se ao longo dos experimentos, que o método
cromatografico é bastante trabalhoso, permite o processamento de um pequeno
numero de amostras (8 amostras em média) e possui muitas etapas, o que submete as
amostras a possiveis agentes de degradagao, ndo apenas do dsRNA, mas também dos
demais acidos nucléicos extraidos. Tal degradagao é evidenciada pelo arraste formado
pelos fragmentos de acidos nucléicos separados no gel (Figura 12). Este fato
compromete seriamente a sensibilidade do método para fins de diagnéstico do PMeV,
principalmente para as plantas em fase inicial de infecgao, nas quais a carga de virus
pode ser ainda baixa, o que resultaria em diagndsticos incorretos. Portanto, as
dificuldades de processamento das amostras e a baixa sensibilidade do método
cromatografico o tornam inadequado para o diagnostico do PMeV a partir dos tecidos

do mamoeiro.

Alternativamente, foram feitos ajustes no método cromatografico, reduzindo-se os
volumes de reagentes utilizados durante a extracdo e excluindo-se os passos de
cromatografia. Tais ajustes facilitaram o processamento das amostras, reduziram o
tempo de experimento e também os custos com reagentes, elevando, em meédia, de 8
para 25 o numero de amostras analisadas em um unico dia de experimento. Através
deste método, observou-se um perfil de bandas de dsRNA definidas (Figura 13),
indicando que a integridade deste acido nucléico foi preservada durante a extragao.
Comparado com o método cromatografico original, a metodologia modificada mostrou-

se, portanto, mais sensivel para a extracao e a identificagdo do dsRNA do PMeV.
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Considerando que a ocorréncia do PMeV esta limitada ao latex das plantas com meleira
(KITAJIMA et al., 1993), o diagndstico feito através da extragdo do dsRNA do virus a
partir do latex apresenta maior sensibilidade que o diagnédstico feito partindo-se dos
tecidos da planta. Apesar disto, a metodologia modificada a partir de Dodds e Joseph
(1987) e Valverde (1990) descrita neste trabalho, representa uma ferramenta
indisponivel até o presente, podendo ser utilizada para o diagndstico do PMeV em
mudas de mamoeiro, que exsudam latex em pequenas quantidades, insuficientes para
a extragcao do dsRNA do virus. Embora ndo existam relatos da transmissédo do PMeV
através de sementes, a analise da ocorréncia do virus em mudas representa uma
estratégia capaz de prevenir a utilizacdo de plantas infectadas, logo no inicio da
plantagdo, reduzindo as perdas econdmicas advindas do cultivo de plantas ja
comprometidas. Além disso, o diagnéstico do PMeV feito a partir de tecidos do
mamoeiro pode ser utilizado como um método alternativo, para validar resultados

obtidos através do diagnostico do virus utilizando-se o latex das plantas.

5.2 TRANSMISSAO DO PMeV

5.2.1 Avaliacao de diferentes métodos de inoculagao

Observagdes de campo demonstram que, em alguns casos, 0s mamoeiros infectados
pelo PMeV apresentam distribuicdo agregada na plantagdo, sugerindo que a
transmissdo do virus dentro do pomar ocorra, artificialmente, ao longo das linhas de
plantio, através de ferimentos provocados durante o manejo da cultura (VENTURA et
al., 2003). Apds simular a ocorréncia de ferimentos semelhantes (cortes no limbo e no
peciolo foliares, lesdo das folhas com areia, abrasédo no caule, provocada por escada) e
aplicar o latex extraido a partir de plantas doentes sobre os ferimentos, observou-se
que as plantas inoculadas n&o foram infectadas pelo PMeV. Esses resultados sugerem
que o virus nao é propagado na plantacdo através de ferimentos nos tecidos das

plantas, durante o manejo da cultura do mamoeiro. Uma caracteristica marcante do
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mamoeiro € a ocorréncia imediata de exsudacgao de latex na superficie dos ferimentos e
a subsequente polimerizacdo do exsudado. Em geral, a fungdo deste processo € a
obstrucdo da superficie lesionada, impedindo o contato entre o interior do tecido e o
ambiente (HUNTER, 1994). Esta mesma fungao foi descrita especificamente para a
polimerizagao do latex de C. papaya por Moutim e outros (1999), que correlacionaram o
processo com a coagulagao sanglinea que ocorre sobre ferimentos em tecidos de
mamiferos. Desta forma, a obstrugcado conferida pelos polimeros de latex aos ferimentos
nas mudas de mamao podem ter impedido a entrada do PMeV nas células da planta.
Este mesmo mecanismo de defesa provavelmente protege as plantas também no

campo contra uma possivel inoculagéo do virus através de ferramentas contaminadas.

A injecdo de latex infectado no caule das mudas, entretanto, resultou no
estabelecimento da infeccdo pelo PMeV, sendo o dsRNA do virus observado quinze
dias pés-inoculagao (Figura 14). O procedimento de inje¢do, embora também provoque
a exsudacao de latex, pode ter liberado particulas do PMeV no interior de células
vegetais viaveis. Em geral, este € um pré-requisito para o estabelecimento de infecgoes
virais em plantas (CARRINGTON et al., 1996). A eficiéncia da inje¢ao do latex infectado
como um meétodo de inoculacdo do PMeV foi confirmada apds observar que o dsRNA
extraido a partir do latex das plantas forma uma banda no gel de eletroforese, em
intensidade crescente, ao longo dos noventa dias de experimento (Figura 14), indicando

um aumento na carga viral.

Semelhante a injegcdo, outros procedimentos simples sdo capazes de causar lesdes
moderadas em tecidos vegetais, podendo ser eficientes na inoculagao de alguns virus.
Redinbaugh e outros (2001) demonstraram, por exemplo, que virus que infectam milho
(Zea maiz L.) podem ser inoculados utilizando-se uma ferramenta de joalheiro, capaz
de gerar ondas responsaveis pela abertura parcial na parede e na membrana celular.
Ao contrario disto, grande parte das estratégias de inoculacéo utilizadas em virologia
vegetal demandam tecnologia e conhecimento técnico avancados. Estas estratégias
incluem a producgao de plasmideos contendo o genoma do virus (REDINBAUGH, 2003),
a introducéo de particulas ou do genoma viral nas células da planta através de técnicas
biolisticas (HOFFMANN et al., 2001) ou mesmo a utilizacdo de vetores bioldgicos

especificos. Comparado com estas estratégias, o procedimento de injecdo de latex
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infectado se apresenta como um método simples, de baixo custo e eficiente para a
inoculagdo do PMeV em mamoeiros, caracteristicas que facilitam trabalhos futuros

sobre a meleira.

5.2.2 Avaliacido da capacidade de transmissao pela mosca T. variabilis

Entre as diferentes espécies de insetos que ocorrem na cultura do mamoeiro inclui-se a
mosca branca T. variabilis, registrada oficialmente no Espirito Santo por Culik e outros
(2004). Em casa de vegetacdo, esta espécie esteve em contato com mamoeiros
infectados pelo PMeV e com mamoeiros sadios. Os insetos adultos coletados na
superficie das plantas infectadas apresentaram o dsRNA do PMeV (Figura 12). As
ninfas, que permaneciam restritas a plantas especificas, apresentaram resultados
diferentes. As que foram coletadas na superficie de plantas infectadas também
apresentaram o dsRNA, oposto ao observado para aquelas coletadas a partir de
plantas sadias (Figura 12). Isso indica que a espécie T. variabilis é capaz de adquirir o
PMeV a partir de plantas infectadas pelo virus. Estes resultados estdo de acordo com
as caracteristicas do género Trialeurodes, no qual a espécie é incluida, que agrupa
vetores eficientes de viroses de planta (VALVERDE et al., 2004).

Apesar de adquirirem o PMeV, T. variabilis foi incapaz de transmitir o virus para
mamoeiros sadios, dos cultivares cv. Golden, cv. Sunrise e cv. Taiwan (Figura 15). Este
resultado pode estar relacionado com a protecdo contra herbivoria, conferida pelos
laticiferos da planta (HUNTER, 1994). Em algumas espécies esta protecdo esta
relacionada com a ocorréncia de compostos fendlicos, alcaldides e enzimas
proteoliticas no latex (KONNO et al., 2004). A presenga de enzimas proteoliticas € um
aspecto marcante para o latex de C. papaya, que é composto por uma mistura de
cisteina endopeptidases, por exemplo, papaina, quimiopapaina A e B, papaya
endopeptidase lll, entre outras (BRAVO, 1994), que podem ser ativadas, por exemplo,
durante a exsudacgao do latex (MOUTIM et al., 1999). Exsudacdes localizadas de latex
ocorrem durante a picada de prova de alguns insetos, quando o aparelho bucal perfura

os laticiferos da planta buscando os feixes vasculares. Observou-se que as cisteina
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endopeptidases, particularmente a papaina, proteina caracteristica do latex do
mamoeiro, sao responsaveis pela toxicidade a larvas de diferentes insetos, reduzindo
consideravelmente o crescimento destas larvas (KONNO et al.,, 2004). No mesmo
trabalho os autores destacam o papel das enzimas como proteinas de defesa geral do
latex, talvez degradando compostos ou estruturas na superficie do aparelho bucal dos
insetos, promovendo danos superficiais severos. Todo este sistema de defesa do
mamoeiro pode ter sido determinante para a incapacidade da mosca T. variabilis em
transmitir o PMeV. As particulas do virus adquiridas pelo inseto podem ter sofrido
degradagbes enzimaticas consideraveis, resultando na sua inativagao total ou parcial.
De fato, este ataque superficial representa uma primeira estratégia de defesa utilizada
por algumas plantas contra a entrada de virus, ja que, durante a transmissdo, muitos

deles estao expostos na superficie do aparelho bucal do vetor (GRILLI; HOLT, 2000).

5.3 DISTRIBUICAO DO PMeV EM MAMOEIROS

Nas plantas aos 30 e 45 dias pds-inoculagdo com latex infectado pelo PMeV, o dsRNA
do virus foi detectado nas amostras provenientes de folhas jovens e flores, enquanto
que nas plantas sintomaticas aos 45 dias, 3, 6 e 12 meses de apds a manifestagao de
sintomas, o acido nucléico foi detectado em todas as amostras analisadas (folhas
novas, folhas completamente expandidas, folhas velhas, flores, frutos novos, frutos do
meio da coluna de frutificacao, frutos velhos, caule a 30-40 cm abaixo da coluna de
frutos, caule a 15-20 cm acima do solo e raizes), exceto nas raizes (Figura 16).
Portanto, o virus se concentra inicialmente nos érgéaos proximos ao sitio de inoculagao,
propagando-se, em seguida, para érgaos mais distantes, como observado para muitos
outros virus (CARRINGTON et al., 1996). A analise da presenga do PMeV no caule de
plantas sintomaticas a 15-20 cm acima do solo ndo foi possivel dado a auséncia de
exsudagdo de latex nesta regido. Este bloqueio na exsudacdo de latex pode ser
observado em plantas em estagio avancado de meleira, contrastando-se com a

exsudacao espontanea do exsudado, descrita como o principal sintoma da doenca.
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Barbosa e outros (1999) avaliando a ocorréncia do PMeV em mamoeiros, em uma fase
especifica da infecgdo, demonstraram que o virus ocorre nas flores, caule, folhas novas
e maduras, hastes foliares e frutos verdes. Entretanto, estes resultados ndo podem ser
comparados com aqueles apresentados na Figura 16, uma vez que os autores
analisaram os tecidos da planta utilizando-se a metodologia cromatografica de detecgao
do dsRNA. Além disto, o estagio da infecgao das plantas utilizadas nos experimentos

deste mesmo trabalho nao foi determinado.

Os dados de distribuicdo do PMeV obtidos analisando-se o latex de mamoeiros
infectados (Figura 16) foram confirmados através das analises dos tecidos da planta
(Figura 17), observando-se que o PMeV ocorre em maior concentragao nas partes
aéreas do mamoeiro, evidenciado pela intensidade das bandas do dsRNA extraido a
partir de flores, frutos e folhas (Figuras 16 e 17). Nos frutos, o PMeV foi detectado em
tecidos da casca, mesocarpo e caruncula das sementes. A ocorréncia do virus no
pedunculo indica ele apresenta um contato proximo com as sementes. Entretanto,
experimentos adicionais precisam ser desenvolvidos visando determinar a relagdo entre
o PMeV e as sementes do mamoeiro, ja que estas se apresentam como veiculos

potenciais para a transmissao do virus.

A deteccdo do dsRNA do PMeV a partir dos tecidos de plantas sintomaticas
demosntrou a ocorrencia do virus principalmente nos 6rgéo ricos em laticiferos (frutos,
flores, folhas e partes verdes do caule). Este dado foi evidenciado apds detectar a
ocorréncia do virus em duas diferentes camadas do caule, em corte transversal, e
determinando-se os tecidos que ocorrem em cada camada. Verificou-se que o PMeV
esta presente em grande concentracdo nas camadas compostas principalmente por
tecidos do xilema, cambio vascular e floema (Figura 18), tecidos onde os laticiferos de
C. papaya ocorrem em maior quantidade (ESAU, 1976). Este resultado enfatiza a
extreita associagcao entre o PMeV e os laticiferos do mamoeiro, ja apontada por outros
autores (KITAJIMA et al., 1993).
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5.4 INTERAGCAO PMeV VERSUS MAMOEIROS

5.4.1 Influéncias sobre a bioquimica do latex

Alguns trabalhos ja foram desenvolvidos com o latex de C. papaya abordando aspectos
bioquimicos da ocorréncia (BRAVO et al., 1994) e ativagdo (MOUTIM et al., 1999) de
enzimas proteoliticas. Contudo, a ocorréncia de outros compostos gerais € pouco
compreendida. Em outras espécies vegetais, a composi¢cdo quimica do latex inclui, por
exemplo, Odleos, carboidratos, acidos orgéanicos, alcaldides, poliisoprenos,
hidrocarbonetos, carotendides, proteinas, fosfolipidios, acidos inorganicos e esterois
(DATTA; IQBAL, 1994). Apos os testes histoquimicos, observou-se que o latex de C.
papaya também apresenta lipideos, proteinas, compostos fendlicos, carboidratos
(agucares redutores e amido) e alcaléides na sua composigéo (Figura 20 e 21). Estes
resultados indicam que, embora a presenga de enzimas proteoliticas seja a principal
caracteristica do latex de mamoeiros, o exsudado possui uma composi¢cao complexa,

semelhante a observada para outras espécies.

A ocorréncia de alcaldides no latex é um carater ja descrito para algumas espécies
vegetais (DATTA; IQBAL, 1994). Os laticiferos podem participar tanto na sintese quanto
no armazenamento destes compostos, como observado para plantas de épio (Papaver
somniferum L.) (WEID et al., 2004). Em C. papaya, foi observado que os alcalbides
estdo presentes somente no latex de plantas com meleira (Figura 21), indicando que os
mamoeiros produzem alcaléides em resposta a infecgdo pelo PMeV. De fato, a sintese
de alcalbides representa uma resposta de defesa geral de plantas contra estresses.
Além de alcaldides, compostos fendlicos, também relacionados com processos de
defesa vegetal, estdo presentes no latex de C. papaya (figura 20). Entretanto, a
presenca de fendis parece ser um carater constitutivo, ja que estes compostos foram
observados tanto em amostras de latex infectado pelo PMeV, quanto em amostras de

latex sadio (Figura 20).

Uma outra resposta de defesa observada nos mamoeiros foi a sintese de H,0,. Apds a
determinacgao dos sitios de produgéo desta espécie reativa de oxigénio nos tecidos da

planta, observou-se que ele pode ser produzido tanto nos laticiferos de plantas sadias,
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quanto nos de plantas com meleira (Figura 23). Entretanto, a sintese de H,O, mostrou-
se mais intensa nos laticiferos de plantas com meleira, indicando que esta € também
uma resposta dos laticiferos contra o PMeV. A ocorréncia simultdnea de oxalato de
célcio e sintese de H,O, nos laticiferos sugere que o oxalato seja um substrato para a
sintese de H,0O, Contudo, experimentos adicionais precisam desenvolvidos visando

determinar a(s) via(s) de sintese de H,O, nos laticiferos do mamoeiro.

Além dos laticiferos, a sintese de H,O, foi observada nas células companheiras do
floema (Figura 23). Este resultado, por outro lado, foi observado somente em amostras
de plantas com meleira, indicando que a sintese de H,O, pelas células companheiras
foi uma resposta especifica ao virus. Em plantas, a sintese de H,O, é amplamente
observada durante infecgdes fungicas (DEUNFF et al., 2004) e ja foi demonstrada
durante infec¢des virais (ALLAN et al., 2001). Acredita-se que o papel principal do H20,
produzido por elas durante infecgbes virais seja a ativagdo de vias de resisténcia
celular. Tais vias podem ser ativadas em diferentes células préximas aos sitios de
producdo de H,O,, ou até mesmo nos laticiferos e nas células companheiras. Estas
células apresentam um grande potencial de resposta a estimulos para a sintese de
compostos de defesa. Kush e outros (1990) demonstraram que os laticiferos de
seringueira  (Hevea  brasiliensis) respondem a ferimentos aumentando
consideravelmente a expressado de genes relacionados a estresse. Estes genes formam
0 segundo grupo de genes mais expressos nos laticiferos (KO et al., 2003), podendo
codificar para diversas proteinas relacionadas a defesa vegetal: quitinase, B-1,3-
glucanase, hevaminas, heneinas, glucosidase, B-galactosidase, B-acetil-
glucosaminidase, polifenol oxidase e inibidores e iso-inibidores de proteases (KIM et al.,
2003; SRITANYARAT et al., 2006). A analise proted6mica da seiva coletada a partir do
floema de curcubitaceas demonstrou que a maioria das proteinas presentes estio
envolvidas em estresse ou reagcdes de defesa, incluindo B-glucosidase, proteinas de

resisténcia a seca, glioxisalase, entre outras (WALZ et al., 2004).
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5.4.2 Influéncia sobre o potencial osmético dos laticiferos e fluidez do latex

Os dados de distribuicao do PMeV em mamoeiros com meleira apresentados neste
trabalho indicaram que o virus apresenta uma estreita associagdo com os laticiferos da
planta (Figuras 13-15). Adicionalmente, a capacidade do virus em tornar o latex das
plantas mais fluido e translucido sugere uma forte influéncia deste na fisiologia dos
laticiferos. A dosagem de elementos quimicos presentes no latex indicou que os
laticiferos infectados apresentam um teor mais elevado dos elementos K e P (Tabela 1).
Em células vegetais, estes elementos incluem-se entre os principais osmodlitos,
responsaveis pelo controle da captagao ou perda de agua pelas células. O acumulo de
K e P nos laticiferos infectados pelo PMeV pode atuar reduzindo o potencial osmotico
destas células, resultando na captacdo de agua a partir das células vizinhas. Esta
suposicgao foi fortalecida apos verificar-se que latex de plantas com meleira apresenta
um maior teor de agua quando comprado com latex de plantas sadias (Tabela 1).
Portanto, o PMeV é capaz de alterar o balanco de elementos quimicos nos laticiferos,
resultando na maior captagcéo de agua por estas células. Aparentemente, este processo
nao é acompanhado pela sintese de compostos bioquimicos gerais (agucar total,
sacarose e proteinas totais), resultando em um estado mais diluido destes compostos
no latex infectado (Tabela 1). Efeito semelhante foi observado para os polimeros
presentes no latex, que, apds a analise por microscopia eletrbnica de varredura,
mostraram-se em quantidade muito reduzida quando comparado com os polimeros

observados no latex sadio (Figura 24).

Além das influéncias do PMeV sobre o balango osmoético dos laticiferos, o virus parece
influenciar também o estado de fluidez do latex. A determinacdo da morfologia
superficial dos polimeros do latex indicou que o virus € capaz de torna-los muito mais
irregulares (Figura 24). Estas caracteristicas podem ser determinantes para o grau de
polimerizagao do latex do mamoeiro. Gidrol e outros (1994), estudando o processo de
polimerizagdo do latex de seringueira, propuseram um modelo de polimerizacdo que
envolve dois elementos chave: glicoproteinas dispostas na superficie dos polimeros e
proteinas do tipo heveinas. De acordo com este modelo, as proteinas heveinas se

ligam aos agucares das glicoproteinas dispostas na superficie de polimeros adjacentes,
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promovendo a conexao destes polimeros. Os polimeros interligados, entdo, determinam
a maior viscosidade do latex. As influéncias exercidas pelo PMeV na morfologia
superficial dos polimeros de latex podem atuar dificultando este processo de conexao
entre polimeros adjacentes. Os dados obtidos apds a analise histoquimica sugerem que
acgucares presentes na superficie dos polimeros podem ser também importantes para a
polimerizag¢ao do latex do mamoeiro. De acordo com esta idéia, observou-se que o latex
infectado pelo PMeV apresenta um teor bastante reduzido de acgucares redutores,
acompanhado de uma distribuigdo dispersa destes agucares (Figura 21A e B). No latex
sadio, por outro lado, os acucares redutores foram corados fortemente, estando
associados a superficie dos polimeros (Figura 21B). Portanto, uma menor quantidade
de agucares redutores, acompanhada de uma disposicado superficial incorreta poderia

explicar os estado mais fluido, caracteristico do latex de mamoeiros com meleira.

As alteracdes identificadas no latex do mamoeiro como consequéncia da infecgao pelo
PMeV podem ser induzidas pelo virus em beneficio do processo infeccioso. A pressao
de turgéncia crescente, que resulta da maior captagdo de agua pelos laticiferos, poderia
assumir niveis ndo suportados pela membrana plasmatica destas células, o que
explicaria a exsudagao espontanea de latex observada em mamoeiros com meleira. A
ocorréncia de exsudacao é fundamental para o fluxo de latex no interior dos laticiferos.
Ao contrario, sob condigbes fisiologicas normais, que nao resultam em exsudagao
espontanea, o latex permanece estavel no interior dos laticiferos. As modificacdes
induzidas pelo PMeV determinam o fluxo de latex ao longo dos laticiferos, com o
consequente transporte do virus pela planta. Tal transporte torna-se ainda mais
eficiente através da ligagcdo do PMeV na superficie dos polimeros de latex, conforme
observado apds a analise por microscopia eletrénica de transmissdo (Figura 26). De
fato, as caracteristicas anatdmicas dos laticiferos sdo perfeitamente adequadas a esta
funcao de distribuicdo do PMeV, ja que eles formam uma complexo de células, que

interliga todos os 6rgéos do mamoeiro (ESAU, 1976).
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6 CONCLUSOES

v" A diluicdo do latex do mamoeiro em tampao citrato pH 5,0 (1:1 v/v) seguida da
extracdo de acidos nucléicos utilizando-se fenol e cloroférmio representa uma
estratégia viavel e eficiente para a deteccdo molecular do PMeV em mamoeiros. A
integridade do dsRNA presente é preservada durante 25 dias, quando o latex diluido

em tamp3o citrato pH 5,0 (1:1 v/v) é armazenado a -20 °C.

v" O método cromatografico de extragdo de dsRNA a partir dos tecidos do mamoeiro
mostrou-se inadequado para fins de diagndstico do PMeV. Por outro lado, a
metodologia apresentada neste trabalho para a extracdo do dsRNA do virus a partir
dos tecidos do mamoeiro mostrou-se mais atrativa para o diagnostico do PMeV nos

tecidos da planta.

v A infeccdo do PMeV em mudas de mamoeiro ndo é estabelecida quando o latex
coletado a partir de plantas com meleira € aplicado sobre cortes feitos na superficie
de peciolo e limbo das folhas, bem como sobre limbo lesionado com abrasivo,
sugerindo que o virus ndo é transmitido durante o trato cultural. Por outro lado, a
infeccao é estabelecida quando o latex coletado a partir de plantas com meleira é

injetado no apice do caule.

v' A mosca-branca T. variabilis € capaz de adquirir o PMeV a partir de mamoeiros
infectado, embora seja incapaz de transmitir este mesmo virus para mamoeiros

sadio dos cultivares Taiwan, Golden e Sunrise Solo.

v Em mamoeiros infectados pelo PMeV e mamoeiros com meleira o virus concentra-

se na parte aérea da planta, concentrando-se nos 6rgéo ricos em laticiferos.

v O virus altera a composi¢cdo bioquimica do latex incluindo uma redugdo na
concentracado de proteinas totais, agucares totais e sacarose. Esta redugao no teor
de agucares € acompanhada por uma alteracdo na disposicao dos acgucares
redutores na superficie dos polimeros de latex. O virus induz também a sintese de

alcaldides e um acumulo de cristais de oxalato de calcio.
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v' O acumulo de cristais de oxalato de calcio nos laticiferos infectados pelo PMeV é
acompanhado pala sintese de H,O; nestas células, como uma resposta de defesa
do mamoeiro. Embora esta caracteristica tenha sido observada tanto em tecidos
infectados quanto em tecidos sadios, ela foi mais pronunciada nos tecidos
infectados pelo PMeV. Por outro lado, H,O, foi produzido especificamente nas
células companheiras do floema de tecidos infectados, sugerindo alguma influéncia

direta ou indireta do virus nestas células.

v' O PMeV induz um acumulo dos elementos quimicos K e P no laticifero resultando na
reducao do potencial destas células como a consequente captagcao de agua a partir
das células vizinhas. De fato, o latex infectado apresenta um maior teor de agua

guando comparado como latex sadio.

v O PMeV altera a morfologia superficial dos polimeros do latex, efeito este que,
associado as alteracdes na quantidade e disposicdo dos acgucares redutores na
superficie dos polimeros presentes no exsudado, pode reduzir consideravelmente o
grau de polimerizagdo do latex de mamoeiros infectados pelo virus. Além destas
alteragaoes, o virus encontra-se ligado fortemente na superficie dos polimeros
modificados. Portanto, o PMeV altera a fisiologia dos laticiferos induzindo a entrada
de agua nestas células e facilitando o fluxo de latex ao longo dos canais. Este
processo pode, entdo, ser utilizado pelo virus para se movimentar dentro planta

colonizando tecidos nao infectados.
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