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RESUMO

As espécies pertencentes ao género Passiflora sdo popularmente conhecidas como maracujazeiros. Elas
possuem importancia principalmente para uso ornamental, medicinal e para comercializacdo de seus
frutos in natura ou processado para a industrializacdo. Dentre as doencas que afetam o seu cultivo, as
viroses possuem grande relevancia. E dentre elas, a virose do endurecimento dos frutos do
maracujazeiro, causada pelo cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), destaca-se em importancia
devido a sua grande disseminac&o e dificil manejo. Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi a
deteccdo de CABMYV em diferentes espécies de Passiflora e sua caracterizagdo bioldgica em plantas
infectadas de Passiflora alata. Para tanto, foram coletadas 17 amostras pertencentes as espécies P.
edulis, P. watsoniana, P. cincinnata, P. alata, P. rupestris, P. subrotunda, P. serrato-digitata, P.
galbana, P. vesicaria e um hibrido ornamental cv. BRS Céu do Cerrado proveniente de cruzamento P.
edulis x P. incarnata apresentando sintomas que poderiam ser associados a infec¢des virais. As amostras
foram submetidas a deteccdo sorologica por meio de Dot-Elisa, utilizando anticorpo primério especifico
anti-CABMV e anticorpo secundario anti-lgg conjugado com enzima fosfatase alcalina (AS-0417,
DSMZ, Alemanha). Além disso, realizou-se detec¢do por meio de PCR utilizando primers universais
pAL1v1978 (5 GCA TCT GCA GGC CCA CAT YGT CTT YCC NGT 3’) e Par1C496 (5° AAT ACT
GCA GGG CTT YCT RTA CAT RGG 3’) para detec¢ao de coinfecgdo com begomovirus em quatro
amostras de P. edulis e P. alata. O isolado RPA-1 de CABMV, obtido de P. alata, proveniente do
municipio de Recife, foi submetido ao teste de Western blot para confirmacdo da presenca viral. Em
seguida, foi realizada a caracterizacao bioldgica do isolado RPA-1 mediante inoculagdo mecanica nas
seguintes espécies: P. edulis, P. suberosa, P. vesicaria, Phaseoulus vulgaris cv. Preto 193, Glycine max,
Vigna unguiculata cv CNC 0434, V. unguiculata cv. TVu 2331 e Nicotiana benthamiana. Dentre as
amostras avaliadas, 76% testaram positivo para a deteccdo do CABMV, dentre elas, as espécies: P.
edulis, P. alata, P. cincinnata, P. watsoniana, P. galbana, P. subrotunda e o hibrido ornamental cv.
BRS Céu do Cerrado. Nenhuma amostra avaliada apresentou infeccdo por begomovirus. Por Gltimo, o
isolado RPA-1 foi detectado por Western blot para a presenca do CABMYV e foi capaz de infectar plantas
de N. benthamiana, P. edulis, P. vulgaris cv. Preto 193, mas néo foi capaz de causar sintomas em plantas
de Glycine max, Vigna unguiculata cv CNC 0434, V. unguiculata cv. TVu 2331. Apesar do isolado
RPA-1 induzir sintomas virais em plantas de P. vesicaria, ndo foi possivel detectar a presenca do
CABMYV por sorologia, o0 que pode indicar que o inéculo utilizado para o experimento de inoculagdo

mecénica pode também conter outro virus.

Palavras-chaves: Dot-Elisa, Maracujazeiro, Vigna unguiculata, Feijao.



ABSTRACT

Species belonging to the Passiflora genus are popularly known as passion fruit. They are
important mainly for ornamental and medicinal use and for commercialization of their fruits in
nature and for industrialization. Among the agents that cause disease in Passiflora, viruses are
very important. The passion fruit woodiness disease, caused by cowpea aphid-mosaic virus
(CABMV) stands out for its widespread and management difficulty. Therefore, the main
objective of this work was the detection of CABMV in different species of Passiflora and the
biological characterization in infected Passiflora alata plants. Seventeen samples belonging to
the species of P. edulis, P. watsoniana, P. cincinnata, P. alata, P. rupestris, P. subrotunda, P.
serrato-digitata, P. galbana, P. vesicaria and an ornamental hybrid cv. BRS Céu do Cerrado
from a cross between P. edulis x P. incarnata showing symptoms that may be associated with
viral infections. The samples were submitted to serological detection by Dot-Elisa, using
specific anti-CABMV primary antibody and anti-lgg secondary antibody conjugated with
alkaline phosphatase enzyme (AS-0417, DSMZ, Germany). PCR was performed using
universal primers pAL1v1978 (5'GCA TCT GCA GGC CCA CAT YGT CTT YCC NGT 3')
and Par1C496 (5' AAT ACT GCA GGG CTT YCT RTA CAT RGG 3) to detect co-infection
with begomoviruses in four samples of P. edulis and P. alata. The isolated RPA-1 CABMV,
obtained from P. alata from producing areas from Recife was analyzed by Western Blot to
confirm the viral presence. In addition, the biological characterization of the isolate RPA-1 was
carried out by mechanically inoculating the virus in the following species: P edulis, P. suberosa,
P. vesicaria, Phaseoulus vulgaris cv. Preto 193, Glycine max, Vigna unguiculata cv CNC 0434,
V. unguiculata cv. TVu 2331 and Nicotiana benthamiana. Among all samples, 76% were
positive for CABMV, namely P. edulis, P. alata, P. cincinnata, P. watsoniana, P. galbana, P.
subrotunda and also the ornamental hybrid cv. BRS Céu do Cerrado. No sample was positive
for begomovirus infection. The isolated RPA-1 was detected by western blot for the presence
of CABMV that was able to infect plants of N. benthamiana, P. edulis, P. vulgaris cv. Preto
193, but was not able to cause symptoms in Glycine max, Vigna unguiculata cv CNC 0434, V.
unguiculata cv. TVu 2331. Despite this experiment lead to symptoms in P. vesicaria, it was not
possible to detect the CABMV in the sample. These results may indicate that the inoculum used

in the mechanical inoculation experiment may contain another virus.

Keywords: Dot-Elisa, Passion fruit, Vigna unguiculata, Beans.
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REVISAO DE LITERATURA
O género Passiflora L.

O género Passiflora L. destaca-se como o maior dentro da familia Passifloraceae
Juss. ex Roussel com cerca de 573 diferentes espécies aceitas (POWO, 2022), sendo 157 de
ocorréncia no Brasil, e destas, a0 menos 87 endémicas (BERNACCI et al., 2020). As espécies
sdo classificadas em um sistema de subgénero, secOes e séries que recebeu diversas
modificagcdes ao longo do tempo (CERVI, 1997). Sua distribui¢do nativa € no Novo Mundo,
desde os Estados Unidos, até a América do Sul, exceto o extremo sul; Asia Tropical e
Subtropical e regiGes no sudoeste do Pacifico. No entanto, a introducdo das espécies desse
género foi realizada em diversas regides incluindo varios paises na Africa e Europa (POWO,
2022). No Brasil, sdo encontradas preferencialmente em formacdes florestais umidas, além da
Caatinga e do Cerrado (ARAUJO & ALVES, 2013).

As espécies de passiflora sdo descritas como trepadeiras herbaceas ou lenhosas e
caule cilindrico, angular, subangular e raramente quadrangular, estriado longitudinalmente,
com a presenca de gavinhas axilares solitarias. O formato das folhas é bastante variavel,
frequentemente simples, inteiras ou lobadas com venacdo palmada e nectarios, geralmente,
presentes nos peciolos. A filotaxia é sempre alterna. Estipulas sdo presentes, as vezes cedo
caducas. As flores sdo geralmente bissexuais com simetria radial e cores brancas, verdes,
vermelhas, rosas, azuis ou purpuras. Sépalas e pétalas sdo semelhantes na forma, de sépalas
cartaceas a coriaceas, externamente verdes e internamente da mesma cor das pétalas; as pétalas
sdo membrandceas, raro ausentes. Possui um disco nectarifero na base do hipanto, e a presencga
de uma corona bem desenvolvida, que consiste de uma ou varias linhas de filamentos, projectes
ou membranas, geralmente coloridas que nascem no apice da superficie interna do hipanto
(caracteristica que suporta a monofilia do grupo) (CERVI, 1997; JUDD et al., 2009; COSTA
& MELO, 2016). A representacdo de uma flor tipica do género € apresentada abaixo
(Figura 1):
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Lamina 1. Passiflora edulis Sims
a) bracteas. b) tubo do calice. ¢) sépala. d) pétala. e) corona de filamentos. f) opérculo. g)
limen. h) androginéforo. i) filete. j) antera. k) ovario. 1) estilete. m) estigma

Fonte: CERVI, 1997

Popularmente conhecidas como maracujazeiros, algumas espécies desse género
possuem importancia econdmica para a comercializagdo dos frutos para consumo in natura ou
industrializados, uso medicinal e ornamental (COSTA et al., 2015). A principal espécie
cultivada que corresponde a cerca de 90% da area produzida é Passiflora edulis Sims que possuli
duas formas reconhecidas: P. edulis Sims f. flavicarpa Deg., 0 maracuja amarelo ou azedo, que
detém a maior area de producdo no Brasil (D’ABADIA, 2019); e Passiflora edulis f. edulis
Sims, 0o maracuja roxo, com producdo concentrada no Equador, Peru, Africa e sudoeste
Asiatico, mas que também vem crescendo no Brasil (SOUZA, 2016). P. alata Curtis se destaca
como a segunda espécie com maior area cultivada no Brasil (D’ABADIA, 2019), além de outras
espécies que possuem producdo comercial como P. setacea D.C. (maracuja pérola) e P.
cincinnata Mast. (maracuja da caatinga) (OLIVEIRA et al., 2017).

As propriedades medicinais de algumas espécies de Passiflora sdo bastante
reconhecidas pelo conhecimento popular e aplicadas como calmantes, antidepressivos e ajuste
de desordens de humor e ansiedade. Os extratos sdo relatados como ansiolitico, espasmolitico,
hipnotico, sedativo, narcotico e anodino. E apesar de diversos estudos, a real determinacdo de
seu principio ativo para algumas propriedades ainda é incerta. Mas apesar da presenca também
nas flores e frutos, a concentragdes desses quimicos sdo maiores nas folhas e raizes, garantindo
0 seu uso medicinal (TIWARI et al., 2016), a exemplo da utilizacdo da espécie P. incarnata na

producdo de medicamentos como Seakalm®, Apaxy®, Passiflorine®, Maracugina®, dentre
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muitos outros.

O Brasil possui uma area plantada de 46.530 hectares voltadas a produgdo de
maracuja. E apesar de haver producdo em todas as unidades federativas, a regido nordeste
destaca-se como a maior produtora, produzindo 491.326 toneladas no ano de 2020, o que é
correspondente a cerca de 70% da producéo nacional (690.364 toneladas). O Estado da Bahia
sempre foi considerado o maior produtor de maracuja do pais. No entanto, a medida que a
producdo do fruto vem diminuindo nesse Estado com o passar dos anos, a producdo no Estado
do Ceara vem crescendo, chegando inclusive a ultrapassa-la no ano de 2020. Isso porque apesar
do Estado possuir o maior valor de area plantada, a Bahia apresenta baixo rendimento por &rea,
ficando inclusive atras da média Nacional. Diferente do Estado do Ceard, que possui a segunda
maior produtividade do pais, ficando atras apenas do Distrito Federal. Outros que merecem
mencdo a quantidade produzida de frutos sdo os Estados de Santa Catarina, Pernambuco, Séo
Paulo e Minas Gerais (IBGE, 2021).

Numa tentativa de melhorar a baixa produtividade no pais, vem se investindo em
pesquisa e tecnologias. O maracujazeiro € uma planta que precisa de tutoramento para a sua
conducéo, podendo ser cultivado em latada ou espaldeira. E apesar de uma maior produtividade
ser encontrada em producfes do tipo latada, o seu custo de implantacdo é bem maior
(D’ABADIA, 2019). Além disso, com melhoramento genético, a EMBRAPA vem lancando
diversas cultivares no mercado, tanto para a producao de frutos como ornamental (EMBRAPA,
2022). O foco do melhoramento também tem sido a incorporacéo de resisténcia a doencas,

principalmente as bacterioses e viroses (JUNQUEIRA et al., 2005).
O Endurecimento Dos Frutos do Maracujazeiro

O endurecimento do fruto é considerado uma das principais doencas afetando os campos
de producdo de maracuja, podendo ser fator limitante para o seu cultivo em algumas regifes do
mundo (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014). Seu primeiro relato no Brasil ocorreu no final da
década de 70 em Feira de Santana no estado da Bahia (YAMASHIRA & CHAGAS, 1979) e
logo se disseminou para varios Estados brasileiros como Pernambuco (LORETO & VITAL,
1983), Sergipe, Ceard, (KITAJIMA et al. 1986), Sdo Paulo (CHAGAS et al., 1992), Minas
Gerais (ANJOS et al.,, 2001), Goids (GOMES, 2020), Espirito Santo, Distrito Federal
(NASCIMENTO et al., 2006), Para (TRINDADE et al., 1999), Parana (KOTSUBO et al.,
2021), Santa Catarina (COLARICCIO et al., 2020) sendo ainda, até entdo, ndo encontrado em
Campos de Maracujazeiro no Acre (SANTOS, 2021).

Os sintomas virais s@o caracterizados por apresentar, nas folhas, mosaico comum



12

sisttmico com intensidade variada, acompanhado em alguns casos de enrugamento,
deformacbes e bolhas no limbo foliar. HA& um encurtamento dos internddios, levando a
diminuicdo do porte da planta (ANJOS et al., 2001). Os sintomas foliares podem apresentar
menor severidade ou tornar-se assintomatico em algumas folhas da haste e retornarem
posteriormente nas folhas mais novas, de acordo com a estirpe e sua interagdo com as condic¢oes
ambientais (SAMPAIO et al., 2008). Nos frutos, os sintomas sdo caracterizados por redugéo,
deformacdes, rachaduras, apodrecimento, queda e, principalmente, pelo endurecimento e
engrossamento do pericarpo acompanhado de reducédo da polpa (GOMES, 2020).

Durante muito tempo, acreditou-se que o passion fruit woodiness virus (PWV) era o
unico agente etioldgico da doenca do endurecimento do fruto do maracujazeiro. No entanto,
sabe-se atualmente que outras espécies podem causar essa doenca como o East Asian Passiflora
virus (EAPV), Telosma mosaic virus (TelMV), Passiflora mottle virus, (PaMoV) (DO et al.,
2021) e Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). No Brasil, devido a identificacdo
baseada apenas em testes sorolégicos e caracterizacdo bioldgica, a sua etiologia foi relacionada
ao PWV (KITAJIMA et al., 1986; CHAGAS et al., 1992). Entretanto, estudos revelaram que o
cowpea aphid-borne mosaic virus era o agente causal da doenca no Pais (NASCIMENTO et
al., 2004; NASCIMENTO et al., 2006).

Os virus do género Potyvirus fazem parte da familia Potyviridae. A familia ¢é relatada
como uma das maiores dentre as viroses de plantas. Seus membros sé&o formados por um
genoma de apenas uma Unica fita simples de sentido positivo de RNA que é envolvida pela
capa proteica com aproximadamente 2.200 copias de um peptideo de 34 kDa arranjadas como
uma hélice, formando uma particula filamentosa flexivel (WYLIE et al., 2017). Atualmente o
género Potyvirus € o maior contendo 195 espécies aceitas dentro da familia, que agrupa outros
11 géneros (ICTV, 2022). Os critérios de demarcacédo de espécies dentro desse género sdo bem
estabelecidos. Leva-se em consideracdo o nivel de identidade da ORF completa ser menor que
76% a nivel de nucleotideo e menor que 82% para aminoacidos. Para a regido P1 as identidades
das regibes codantes devem ser menores que 58% e menor que 74 a 78% para outras regides.
A identidade estabelecida para demarcacéo para nucleotideos € de 76—77% e para aminoacidos
de 80% para a regido da capa proteica (CP) (ADAMS et al., 2005).

Os potyvirus possuem uma grande ORF (Open Read Frame) que da origem a uma
poliproteina que se autocliva formando 10 proteinas maduras: P1, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2,
VPg, Nla-Pro, NIb, e CP, e uma pequena ORF dentro do cistron P3 chamada de PIPO (Pretty
interesting Potyviridae ORF), onde o mecanismo de deslizamento da RNA polimerase (-1
frameshift) na sequéncia GAA AAA A resulta na codificacdo da proteina P3N-PIPO (CHAI et
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al., 2020). O genoma viral possui uma proteina VPg (viral protein genome-linked) ligada
covalentemente na regido terminal 5’ e na regido terminal 3’ possui uma cauda poliadenilada
(MLOTSHWA et al., 2002). O genoma do CABMYV varia de 9.465 nt a 9.930 nt sem a calda
poliadenilada (MLOTSHWA et al., 2002; BARROS et al., 2011; MBEYAGALA et al., 2018).

A transmissao dos integrantes desse género ocorre de forma mecanica e em uma relagéo
ndo-persistente e ndo-circulativa por afideos (BRAULT et al., 2003). As espécies Myzus
persicae (Sulzer), Aphis gossypii (Glover), Aphis fabae/solanella (Scopoli), Aphis craccivora
(Bock), Toxoptera citricidus (Kilkaldy), Uroleucon ambrosiae, (Thomas) e Myzus nicotianae
(Blackman) séo conhecidas por ser vetor do CABMV. Apesar da transmissao ocorrer apenas
por picada de prova, onde o inseto vetor rapidamente adquire o virus e torna-se virulifero, até
0 momento, ndo ha relatos de pulgdo colonizando o maracujazeiro (GARCEZ et al., 2015). No
patossistema do Maracuja, ndo ha relatos de transmissdo por sementes (FISCHER &
REZENDE, 2008). Sendo que no feijdo-caupi pode-se chegar a eficiéncia de até 80% de
transmissdo (OJUEDERIE et al., 2009).

Dentre as espécies hospedeira do CABMV, encontra-se diversas plantas da familia
Fabaceae, sendo uma virose de grande importancia para a producdo de feijdo (Phaseoulus
vulgaris), feijdo-caupi (Vigna unguiculata) feijdo-lima (Phaseolus lunatu), feijdo de porco
(Canavalia ensiformes) e amendoim (Arachis hypogaea) (PIO-RIBEIRO et al., 2000;
MEDEIRQOS et al., 2020). O© CABMV também foi encontrado infectando plantas daninhas
como, Crotalaria juncea, C. incana, C. spectabilis, Cajanus cajan, Lupinus albus,
Macroptilium atropurpureum,Neonotonia wightii e Senna occidentalis, que servem como
reservatorio do virus para plantas cultivAveis (SILVA et al., 2012).

Vinte e trés espécies pertencentes ao género Passiflora ja foram relatadas como
hospedeiras do CABMV. A maioria, por meio ensaios de transmissdao mecanica. (MACIEL et
al., 2009; GONCALVES et al., 2018; GONCALVES et al., 2021; FARIAS, 2016; BELLON,
2014; SANTOS et al., 2006; MORAES et al., 2002). E apesar de P. suberosa ter sido
considerada uma espécie imune (MACIEL et al., 2009), recentemente, estudos de transmissao
e diagnose por meio de RT-PCR quantitativa detectaram a presenga do virus em plantas
assintomaticas, nas quais ndo foram detectadas por RT-PCR convencional (GONCALVES et
al., 2021).
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Tabela 1 - Espécies do género Passiflora com relatos de transmissao ou deteccdo do cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV)

Espécie Subgénero Referéncia
P. alata Passiflora MACIEL et al., 2009; GONCALVES et al., 2018
P. amethystina Passiflora MACIEL et al., 2009
P. bahiensis Passiflora FARIAS, 2016
P. caerulea Passiflora MACIEL et al., 2009
P. cerradensis Astrophea BELLON, 2014
P. cincinnata Passiflora MACIEL et al., 2009; GONCALVES et al., 2018
P. coccinea Passiflora SANTOS et al., 2006
P. edulis Passiflora MACIEL et al., 2009; GONCALVES et al., 2018
P. foetida Passiflora MACIEL et al., 2009; GONCALVES et al., 2018
P. galbana Passiflora FARIAS, 2016
P. giberti Passiflora MACIEL et al., 2009; GONCALVES et al., 2018
P. laurifolia Passiflora MACIEL et al., 2009
P. ligularis Passiflora GONCALVES et al., 2018
P. maliformis Passiflora MACIEL et al., 2009; GONCALVES et al., 2018
P. miersii Passiflora GONCALVES et al., 2021
P. morifolia Decaloba MACIEL et al., 2009
P. mucronata Passiflora MACIEL et al., 2009
P. nitida Passiflora MORAES et al., 2002; MACIEL et al., 2009
P. quadrangularis Passiflora MACIEL et al., 2009
P. serratodigitata Passiflora MACIEL et al., 2009
P. setacea Passiflora GONGCALVES et al., 2018
P. suberosa Decaloba GONCALVES et al., 2021
P. subrotunda Passiflora GONCALVES et al., 2018

Diferencas bioldgicas na capacidade de infectar diferentes hospedeiros sdo observas por
essa espécie viral. Ou seja, um isolado proveniente de plantas leguminosas pode ndo ser capaz
de causar doenca em maracujazeiro (CABMV-C) (PIO-RIBEIRO et al., 2000; MAIA et al.,
2017; NASCIMENTO et al., 2006). No entanto, existem isolados que sdo capazes de causar
doenca tanto em maracujazeiro como no feijdo-caupi (NASCIMENTO et al., 2006). E existem
isolados, obtidos de maracujazeiro que ndo séo capazes de infectar o feijao-caupi (CABMV-P)
(MAIA et al., 2017).
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Deteccao sorologica do cowpea aphid-borne mosaic
virus em diferentes espécies de Passiflora e
caracterizacao bioldgica de um isolado obtido de
Passiflora alata.
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Deteccdo sorologica do cowpea aphid-borne mosaic virus em diferentes
espécies de Passiflora e caracterizacao biolégica de um isolado obtido de

Passiflora alata.

Marcelo Henrique Oliveira Gongalves, Carlos Henrique Machado Dias, Alexandre da Silva Xavier,

Géssyka Rodrigues de Albuquerque, Rosana Blawid.

INTRODUCAO

As espécies do género Passiflora sdo popularmente conhecidas como maracujazeiros, e
algumas espécies possuem importancia econémica para a comercializacdo dos frutos para
consumo in natura ou industrializados, uso medicinal e ornamental (COSTA et al., 2015).
Dentre as espécies, a mais cultivada é o maracujé azedo (Passiflora edulis) (JUNQUEIRA et
al., 2005). Atualmente, a espécie Passiflora alata vem ganhando destaque e aumentando a sua
demanda ndo sé no mercado nacional, mas também no internacional (CERQUEIRA-SILVA et
al., 2014). E a segunda espécie do género mais cultivada no Brasil, ocupando cerca de 3% da
area  cultivada de plantas desse género (MACIEL et al, 2009).

Diversas fitoviroses ja foram descritas infectando o maracujazeiro no Brasil. As
espécies virais relatadas foram pertencentes aos géneros Tymovirus (CRESTANI et al., 1986),
Potyvirus (NASCIMENTO et al.,, 2004) Cucumovirus (GIORIA et al., 2002), Cilevirus
(KITAJIMA et al., 2003;; RAMOS-GONZALEZ et al., 2020), Crinivirus (VIDAL et al.,
2021), Polerovirus (VIDAL et al., 2018) e ao menos seis espécies distintas do género
Begomovirus (FERREIRA et al.,, 2010; SPADOTTI et al., 2019; NOVAES et al., 2002;
ALVES et al., 2011; MITUTI et al., 2018) e um Citlodavirus (FONTENELE et al., 2018). O
endurecimento dos frutos do maracujazeiro, causado pelo cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV) ¢ a principal doenca viral encontrada em campos de P. edulis no Brasil
(NASCIMENTO et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2006).

O CABMV pertence ao género Potyvirus familia Potyviridae, e sdo transmitidos por
afideos de forma ndo-persistente e ndo-circulativa. Seus virions sdo filamentosos e flexuosos,
de 680-900 nm de comprimento e 11-13 nm de largura, com simetria helicoidal possuindo um
unico segmento de fita simples de RNA linear de sentido positivo de cerca de 9,7 kb. A proteina
VPg encontra-se covalentemente ligada a extremidade 5° ¢ 0 RNA viral possui uma cauda
poliadenilada na extremidade 3’. O genoma contém uma ORF (Quadro de leitura aberto) que
codifica uma poliproteina que é autoclivada e da origem a 10 proteinas (WYLIE et al., 2017),
e uma segunda ORF que codifica a PIPO (CHAI et al, 2020).
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O CABMV foi relatado pela primeira vez causando doenga em plantas de feijdo-caupi
(Vigna unguiculata) na Itdlia (VIDANO & CONTI, 1965) E apesar da doenca do
endurecimento dos frutos esta presente no Brasil desde o final da década de 70 (YAMASHIRA
& CHAGAS, 1979), a sua etiologia s6 foi relacionada ao CABMYV recentemente
(NASCIMENTO et al., 2004). Atualmente, os isolados de CABMV podem se comportar
biologicamente diferente em relacdo a infeccdo em hospedeiras. S&o relatados isolados
originados de leguminosas que ndo sdo capazes de causar doenca no maracujazeiro, isolados
que causam doenca tanto em maracujazeiro como em feijdo-caupi, (NASCIMENTO et al.,
2006) e isolados provenientes de maracujazeiro que ndo causam doenga em feijao-caupi (MAIA
etal., 2017; ROCHA SOBRINHO, 2020).

Recentemente observamos a presenca de diversos sintomas que aparentavam ser de
origem viral em diversas espécies de passifloras cultivaveis, selvagem e ornamental. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi detectar o CABMV em diferentes amostras coletadas em
Pernambuco nos municipios de Recife e Vitdria de Santo Antdo e caracterizar o CABMV
biologicamente através do estudo parcial da gama de hospedeiros de um isolado obtido de P.

alata.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

Folhas de espécies pertencentes ao género Passiflora apresentando sintomas associados a
possiveis infec¢des virais como mosaico, arroxeamento, pontos cloroticos, bolhosidade e
deformacéo foliar foram coletadas de campos dos municipios de Recife e Vitdria de Santo
Antdo, Estado de Pernambuco, Brasil, no periodo de junho de 2021 a marco de 2022. As
amostras foram secas com silica gel, e armazenadas em tubos Falcon contendo cloreto de célcio
a uma temperatura de 4°C no Laboratério de Fitovirologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Um total de 17 amostras foram coletadas representando P. edulis (4), P.
watsoniana (3), P. cincinnata (2), P. alata (2), P. rupestris (1), P. subrotunda (1), P. serrato-
digitata (1), P. galbana (1), P. vesicaria (1) e um hibrido ornamental P. edulis x P. incarnata
cv. BRS Ceéu do Cerrado.

Deteccéo soroldgica do CABMV por Dot-Elisa
Todas as amostras foram submetidas ao teste de Dot-Elisa, em que quatro discos para cada

amostra foliar foram macerados em tubos eppendorf contendo 200 pul de tampao 1x PBS (1,4
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mM NaCL + 0,02 M KCI + 0,02 M KH2PO4 + 0,08 M Na;HPO4.7H20, pH 7,4) e centrifugados
por 2 minutos a 13.000rpm. Foram depositados 3 pl do sobrenadante em uma membrana de
nitrocelulose contendo poros de 0,45 um. A membrana foi bloqueada utilizando tampédo 1X
TBS (20 mM Tris-Cl + 0,5 M NaCl + Agua destilada, pH 7,4) e Tween 20 a 2%. Anticorpos
especificos lgg anti-CABMV (AS-0417, DSMZ, Alemanha, 1:1000) foram incubados
overnight no escuro a 4°C e, 0 anticorpo secundario anti-lgg conjugado com enzima fosfatase
alcalina (1:2000) foi incubado durante 2h sob agitacédo lenta. Entre cada etapa foram realizadas
trés lavagens de 5 minutos usando tampdo 1X TBS e Tween 20 a 0,05%. A revelacdo
colorimétrica foi realizada com substrato tampé&o (0,1 M Tris + 100 mM NaCl + 5 mM MgCl.,
pH 9,5) e NBT/BCIP (nitro-blue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3’-indolyphosphate p-

toluidine salt). Cada amostra foi avaliada em triplicata.
Deteccéo de begomovirus por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Trés amostras de P. edulis e uma planta daninha (Blainvillea sp.) coletada em uma das
propriedades em Vitoria de Santo Antdo e uma amostra de P. alata coletada em Recife
apresentando fortes sintomas de bolhosidade, mosaico, deformacdo foliar e enrolamento,
tiveram o DNA total extraido pelo método CTAB adaptado (DOYLE & DOYLE, 1987). Para
a deteccéo foi usado o par de primers universais pAL1v1978 (5’GCA TCT GCA GGC CCA
CAT YGT CTT YCC NGT 3’°) e Par1C496 (5 AAT ACT GCA GGG CTT YCT RTA CAT
RGG 3”) (ROJA et al., 1993) os quais amplificam um fragmento de aproximadamente 1200 nt
correspondendo a parte do seguimento de DNA-A de begomovirus. As reagdes foram
compostas por 10x PCR buffer, 50mM MgCI2, 10mM dNTP, 10uM de cada primer, Tag DNA-
polimerase (5 U) e 1uL de DNA total extraido e volume final da reacdo 25uL. Como controle
positivo, usou-se amostras RF1 de plantas infectadas de Phaseolus lunatus. As condicGes de
amplificacdo foram como a seguir: um hot-start manual de 80° C por 1 min (Hot-start),
desnaturacao inicial a 95° C por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 50° C por 1 min, 72° C
por 2 min e extens&o final a 72° C por 10 min. A amplificacdo foi submetida a eletroforese em
gel de agarose 0,8% de concentracdo. A banda amplificada foi purificada com auxilio de um
kit de purificacdo (Ludwig, RS, Brasil) e as amostras foram enviadas para sequenciamento tipo
Sanger no Laboratdrio de Bioinformatica e Biologia Evolutiva do Departamento de Genética
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As sequéncias de nucleotideos foram

submetidas a analise por BLASTN.
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Detecgéo soroldgica do CABMV por Western Blotting

Para a deteccdo sorologica 0,3g de folhas de P. alata apresentando sintomas de mosaico e
bolhosidade confirmadas para a presenca de CABMV por Dot-Elisa e isolado RPA-1 foram
macerados em 750ulL de tampdo Berger (750mM Tris-HCI (pH 8,8), 4% SDS, 4% p-
mercaptoethanol, 40% sacarose) e a amostra foi centrifugada por 10 min a 13 000 RPM. O
sobrenadante foi retirado e adicionado tampdo de amostra acrescido de 2X SDS em uma
proporcéo 1:1. As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS
PAGE numa concentracdo de 12% com diferenca de potencial de 120V. As proteinas foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose com poros de 0,45 um (ThermoFisher, MA,
EUA) em um sistema de eletrotransferéncia (overnight) com diferencial de potencial de 35V.
Apbs a transferéncia, realizou-se uma lavagem da membrana por 5 min usando 1X TBS e
Tween 20 a 0,05% e se seguiu 0 mesmo protocolo j& descrito anteriormente para o Dot-Elisa a

partir do passo de blogueamento.

Caracterizacédo bioldgica

Folhas de P. alata de uma planta confirmada com a presenca de CABMV por Dot-Elisa e
Western Blotting (codigo RPA-1) foram maceradas com tampdo fosfato de inoculagéo (0,05M,
pH 7,4; contendo 11,2 mL de solugdo 1M fosfato de potassio monobaésico e 38,8 mL de solucéo
1M fosfato de potéssio dibasico) e inoculadas usando celite como abrasivo por transmissao
mecénica em mudas de plantas com 2 a 4 folhas. As seguintes espécies foram utilizadas para
este experimento: Maracuja amarelo (P. edulis), Maracujéa silvestre (P. vesicaria), Maracuja de
cortica (P. suberosa), feijao (Phaseolus vulgaris cv. Preto 193, V. unguiculata cv CNC 0434,
V. unguiculata cv TVu 2331) e Nicotiana benthamiana. As plantas foram avaliadas até 30 dias
quanto a expressao de sintomas. A presenca do virus foi confirmada através de deteccdo por

Dot-Elisa, nas mesmas condicdes citadas anteriormente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO.

De todas as amostras avaliadas, 13 apresentaram reacdo positiva ao anticorpo contra
CABMV por Dot-Elisa, representando cerca de 76% das amostras (Tabela 2). As espécies P.
edulis, P. alata, P. cincinnata, P. watsoniana, P. galbana, P. subrotunda e o Hibrido
ornamental cv. BRS Céu do Cerrado demonstraram sinais de infeccdo por CABMV. Os
sintomas podem ser observados nas Figura 1 e 2. Quatro amostras apresentaram resultados
negativos quanto a infeccdo viral, pertencentes as espécies de P. vesicariam, P. serrato-digitata,

P. rupestris e uma amostra de P. watsoniana.

Tabela 2 — Amostras de passiflora coletadas e resultado de deteccdo soroldgica por Dot-Elisa

Cddigo Espécie Local Data Dot-Elisa
RPA-1 P. alata Recife 17.06.21 +
RPA-2 P. alata Recife 16.03.22 +
VPE-1 P. edulis Vitéria de Santo Antéo 01.10.21 +
VPE-2 P. edulis Vitéria de Santo Antéo 01.10.21 +
VPE-3 P. edulis Vitéria de Santo Antéo 01.10.21 +
RPE-4 P. edulis Recife 29.10.21 +
BRS CC P. edulis x P. incarnata Recife 29.10.21 +
RPW-1 P. watsoniana Recife 29.10.21 +
RPW-2 P. watsoniana Recife 29.10.21 -
RPW-3 P. watsoniana Recife 16.03.22 +
RPC-1 P. cincinnata Recife 29.10.21 +
RPC-2 P. cincinnata Recife 16.03.22 +
RPV-1 P. vesicaria Recife 29.10.21 -
RPR-1 P. rupestris Recife 16.03.22 -
RPS-1 P. subrotunda Recife 16.03.22 +
RPSD-1 P. serrato-digitata Recife 16.03.22 -
RPG-1 P. galbana Recife 16.03.22 +

As espécies P. edulis, P. alata, P. cincinnata e P. subrotunda em outro estudo, foram
relatadas apresentando diferentes graus de suscetibilidade quanto a inoculagdo mecéanica com
CABMYV (GONGCALVES et al., 2018), sendo que P. edulis e P. alata apresentaram mudancas
anatdmicas mais drasticas durante a infecgdo viral (GONCALVES et al., 2021).

Para 0 nosso conhecimento, até o presente momento, esse é o primeiro relato de
CABMYV infectando P. watsoniana de forma natural no municipio de Recife, Pernambuco.
Interessantemente, P. watsoniana além de apresentar deformacgdo e queda foliar, também

apresentou sintomas atipicos distribuidos sistemicamente de mosaico na parte adaxial foliar,
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acompanhado de arroxeamento da parte abaxial das folhas seguido de expressédo de mosaico

(Figura 2F e G).

Figura 1 — Amostras de passiflora apresentando sintomas de infecgdo com CABMV. A — amostra
RPC-2, P. cincinnata; B —amostra RPG-1, P. galbana; C —amostra RPS-1, de P. sub-rotunda; D —
amostra RPE-4, de P. edulis; E —amostra RPW-3, de P. watsoniana; F - amostra BRS CC, hibrido
ornamental P. edulis x P. incarnata cv. BRS Céu do Cerrado.



Figura 2 — Amostras de passiflora apresentando sintomas de infecgdo com CABMV. A — amostra
RPC-1; B —amostra RPA-1; C — amostra RPE-4; D — amostra VPE-1; E — amostra VPE-3; F — Face
adaxial foliar da amostra RPW-1; G - Face abaxial foliar da amostra RPW-1.

28
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Sintomas pouco semelhantes ocorrem em espécies de videira (Vitis vinifera), onde s&o
observados arroxeamento em folhas devido a infec¢des virais e o incremento no acimulo de
antocianinas, que sdo flavonoides soltveis em agua envolvidos na coloracdo vermelha a roxo-
azulada em frutos, flores e folhas. Por exemplo, grapevine leafroll-associated closteroviruses
(GLRaV-1 e GLRaV-3, Ampelovirus) e grapevine vitivirus A (GVA, Vitivirus) aumentou o
nivel de acimulo de antocianina em folhas de videira, com diferenca bastante expressiva entre
diferentes cultivares (GUIDONI et al., 2000).

Dentre uma das amostras, RPC-1, de P. cincinnata pertencente a cultivar Sertdo Forte,
também foi possivel observar sintoma semelhante de manchas roxas nas folhas (Figura 2A). A
inoculacdo mecénica em P. edulis induziu sintomas distinto do observado na espécie,
caracterizado, principalmente por amarelecimento das folhas mais velhas com pontuacGes
verdes e clorose das nervuras em folhas mais novas (Figura 3). Além disso, uma outra amostra
selvagem da mesma espécie RPC-2, apresentou sintomas atipicos, de apenas mosaico foliar
(Figura 1A). Este resultado alertou sobre a possiblidade de coinfeccdo com outro virus até
entdo desconhecido, ja que as duas amostras foram positivas quanto a presenca do CABMV
segundo o teste de Dot-Elisa.

Figura 3 -Folhas de P. edulis inoculadas com a amostra RPC-1. Sintomas atipicos do observado em P.
edulis infectado com apenas CABMV.
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Apesar da associagdo entre o sintoma de arroxeamento e a infeccdo com CABMYV nas
espécies P. watsoniana e P. cincinnata, ndo se pode determinar o agente causal dos sintomas
somente baseando-se nas formas dos sintomas. A presenca de coinfecgdes com outras espécies
virais ou a ocorréncia de sinergismos relacionados a fatores ambientais € comum em campos
abertos. Para a determinacéo do agente causal dos sintomas virais é necessario a realizagao de
estudos posteriores atraves da construcdo de clones infecciosos e o cumprimento dos postulados
de Koch, e/ou sequenciamento de alto rendimento. E importante frisar que os virus podem
interferir nas vias de biossintese de antocianinas em espécies de passiflora influenciando na
protecdo contra luz ultravioleta, atracdo de insetos, defesa contra herbivoria e simbiose
(GUTHA et al., 2010), entre outros mecanismos.

Todas as amostras de passifloras avaliadas testaram negativas para a presenca de
infeccdo por begomovirus (Figura 4C). A Unica amostra testada como positiva foi a de
Blainvillea sp., indicando a presenca de begomovirus em um dos campos de Vitoria de Santo
Antdo. O sequenciamento e analise de BLASTn revelou 98,94% de identidade com o segmento
de DNA-A do isolado BR:Lim1:09 da espécie de Blainvillea yellow spot virus codigo de acesso
JX871393.1, encontrado infectando plantas de Blainvillea rhomboidea no municipio de
Limoeiro em Alagoas no ano de 2009 (TAVARES et al., 2012). No entanto, até o presente
momento, ndo existem relatos de begomovirus causando doengca em maracujazeiro no Estado

de Pernambuco.
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Figura 4 — Plantas de Blainvillea sp. apresentando sintomas de infec¢do ocasionada por begomovirus
em campo (A), em folha destacada (B) e gel de agarose 0,8% apresentando os resultados de PCR
realizados com os primers genéricos PAL/PAR: Mrk - Marcador molecular (Lambda DNA/Hind 111);
VPE-1, VPE-2, VPE-3 sdo amostras de P. edulis; RPA-1 — P. alata; VBla — Blainvillea sp. RF1(+) —
controle positivo.

Plantas de P. alata infectadas com o isolado RPA-1, e positivo para CABMV por Dot-
Elisa foram analisadas por Western blotting com intuito de garantir que a amostra ndo seja um
falso positivo para CABMV por dot-Elisa (Figura 5). A testemunha positiva apresentou trés
bandas reagindo inespecificamente com o anticorpo, € uma banda bem definida no intermédio
gue provavelmente corresponde a capa proteica viral. Segundo Huguenot et al. (1994) a CP
possui peso molecular de 32 kDa em isolados de feijao-caupi obtidos de paises do Oeste e Norte
da Africa. A mesma banda é observada na amostra RPA-1, e esta ausente no controle negativo.

A presenga menos intensa da banda pode ser resultado de uma baixa replicacdo viral, ja que
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ndo foram utilizadas folhas do &pice da planta. No entanto, este experimento devera ser repetido

com um marcador molecular de proteina para confirmacdo do peso molecular da CP viral.

T(+)! T(+)2 RPA-LRPA:L ‘() “T()

Figura 5 — Resultado do experimento de Western blot. Testemunha positiva T(+)* folha apical e T(+)?
folha velha; P. alata, RPA-1; Testemunha negativa de P. alata T(-).

Esse mesmo isolado RPA-1 foi caracterizado quanto ao estudo parcial de gama de
hospedeiros utilizando plantas pertencentes a trés familias: Solanaceae, Passifloreaceae e
Fabaceae (Tabela 3). O isolado induziu sintomas sistémicos tipicamente virais em plantas das
espécies de N. benthamiana, P. edulis, P. vesicaria, P. vulgaris cv. Preto 193 (Figura 6). Os
sintomas variaram de acordo com a espécie. Todas apresentaram sintomas de mosaico foliar. O
maracuja amarelo (P. edulis) apresentou sintomas bastante severos de encarquilhamento e
deformacéo foliar. Interessantemente, plantas de P. vesicaria passou por um processo de
recuperacdo (sintoma de Recovery) com o passar dos dias, dando origem a folhas novas

assintomaticas.
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Tabela 3 — Resultado do estudo parcial da gama de hospedeiros realizado com o isolado RPA-1 de P.
alata.

Plantas
Familia Nome comum Nome cientifico sintomaticas / Dot-Elisa
Plantas
Inoculadas
Nicotiana
Solanaceae benthamiana Nicotiana benthamiana 4/4 +
Passifloreaceae Maracuja amarelo  Passiflora edulis 4/4 +
Maracuja cortica  Passiflora suberosa 0/4 -
Maracuja silvestre  Passiflora vesicaria 214 -
Fabaceae Feijao comum Phaseolus vulgaris cv. Preto 193 4/4 +
Feijdo caupi Vigna unguiculata cv. CNC 0434 0/4 -
Feijdo caupi Vigna unguiculata cv. TVu 2331 0/4 -
Soja Glycini max cv. BMX Forca 0/4 -

Dentre as espécies avaliadas da familia Fabaceae, o feijdo comum (P. vulgaris cv. Preto
193) foi a Unica espécie suscetivel ao isolado RPA-1. Essa especie apresentou forte sintoma de
amarelecimento, reducdo do tamanho das folhas e posterior queda das mesmas. Diferente do
que foi observado em outras plantas, ndo houve recuperacao, levando a planta rapidamente a
morte. Esse isolado néo foi capaz de induzir sintomas, nem de ser detectado em soja e nas duas
cultivares de V. unguiculata avaliadas. Trabalhos mostram que a transmissdo mecanica de
CABMYV de um isolado proveniente de amendoim é capaz de induzir sintomas sistémicos em
plantas de soja cv. Vale do Rio Doce (PIO-RIBEIRO et al., 2000). No entanto, mais
recentemente, os isolados de caupi e maracujazeiro avaliados por Maia et al. (2017) nédo
causaram sintomas em soja. A capacidade de CABMV em causar doenga em feijao-caupi,
também ¢ varidvel, sendo proposta a ocorréncia de biotipos (MAIA et al., 2017;
NASCIMENTO et al. 2006; ROCHA SOBRINHO, 2020).

Nascimento et al. (2006) avaliando 14 isolados de CABMV obtidos de P. edulis de
diversas localidades relatou a capacidade de todos infectar o feijado comum (P. vulgaris) cv.
Preto 153, e o feijdo-caupi (V. unguiculata) cvs. Pititba e Clay. Maia et al. (2017) observaram
gue os isolados virais infectavam diferentemente as espécies de plantas. Por exemplo, os
isolados de CABMV-P, obtidos de P. edulis ndo infectaram o caupi, e os isolados de CABMV-
C, obtidos de caupi, ndo infectaram o maracuja. No entanto, a capacidade desses isolados em

infectar o feijdo comum ndo foi avaliada nesse experimento. Ressalta também o trabalho de
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Rocha Sobrinho (2020) que também observou a capacidade do CABMV obtido de P. edulis em
infectar o feijdo comum, mas ndo infectar o feijdo-caupi.

Tendo em vista os resultados obtidos tanto nesse trabalho, como em outros, o Estado de
Pernambuco possui o relato de diferentes biotipos infectando o maracujazeiro (MAIA et al.,
2017; Nascimento et al. 2006) e como observado por Nicolini et al. (2012) através de anélises
filogenéticas a partir da CP viral, uma possivel adaptacdo a hospedeiros pode estar ocorrendo
nessa regido. Desta maneira, faz-se importante a realiza¢do de estudos que visem compreender
a relacdo evolutiva das diferentes espécies virais e a interacao virus-hospedeiro-vetor, além de
possiveis fatores epidemioldgicos que estejam guiando o surgimento de diferencas genéticas
que determinam a capacidade distinta de infeccdo entre isolados obtidos de diferentes

hospedeiros.
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Figura 6 — Resultado do estudo parcial da gama de hospedeiro do isolado RPA-1. A — N. benthamiana; B
— P. edulis; C — P. vesicaria; D — P. vulgaris.
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CONCLUSOES

e Das amostras de plantas pertencentes ao género Passiflora avaliadas 76% apresentaram

infeccdes com o CABMV.

e Esse é o primeiro relato do CABMYV infectando P. watsoniana de forma natural.

e Olsolado de CABMV (RPA-1), obtido de P. alata, foi capaz de infectar o feijao comum
(Phaseoulus vulgaris), mas ndo foi capaz de infectar o feijao-caupi (Vigna unguiculata).
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