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INTRODUCAO

A meleira do mamoeiro representa uma das principais doengas de pré-colheita para a
cultura do mamao, sendo causada pelo Papaya meleira virus (PMeV) (VENTURA et
al.,, 2003). O PMeV foi observado inicialmente através de técnicas de microscopia
eletrnica, ocorrendo no latex de plantas doentes, do qual foram extraidas moléculas
de RNA em dupla-fita (dsRNA) de 12 kbp (KITAJIMA et al., 1993). Desde entdo,
nosso grupo tem trabalhado ativamente na compreensdo do pato-sistema PmeV-
mamoeiro e em métodos de diagndstico e prevencdo da doenga por técnicas de
biologia molecular.

Iniciamos nossos estudos estabelecendo uma metodologia eficaz de coleta do latex no
campo, armazenamento e detecgdo do genoma do virus em latex e em tecidos de
mamoeiro (RODRIGUES et al., 2005, RODRIGUES et al, 2009a). Foram também
realizados estudos direcionados a compreensao dos mecanismos de transmissao da
doenga no campo (RODRIGUES et al, 2009b) e descrevemos um perfil de distribuicao
do PMeV em diferentes érgao da planta em etapas distintas de infec¢do. Utilizando
microscopia otica e eletronica descrevemos o efeito do PMeV na estrutura e na
composicao do latex de mamoeiros infectados (RODRIGUES et al, 2009c). Mais
recentemente tem-se pesquisado o padrdo proteomico de laticiferos de plantas
contaminadas com PMeV quando comparadas as plantas sadias (RODRIGUES et al,



2009d) e centralizado esforgos em metodologias de controle da doenca baseado na
tecnologia do RNA de interferéncia (RODRIGUES et al, 2009¢)

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com mudas de mamoeiro com 4 meses de idade ou
com plantas adultas mantidas em condi¢cées de campo. As plantas foram inoculadas
através da injecado de latex infectado diluido em tampao fosfato pH 7,0 (1:1 v/v) ou
manifestaram os sintomas da meleira naturalmente. Amostras de latex (100uL) ou de
tecido foram coletadas a partir de cortes nas folhas ou frutos. A ocorréncia do PMeV
nas amostras tanto de latex quanto de tecidos foi determinada através da deteccao do
dsRNA por extracdo com fenol:cloroférmio ou por RT-PCR e separagdo por
eletroforese em gel de agarose.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para se proceder ao diagnoéstico da meleira em mamoeiros no campo, avaliou-se
diferentes tampdes e temperatura de armazenamento. As andlises de dsRNA presente
em amostras de latex indicou que o PMeV se distribui, inicialmente, nos 6rgao
préximos ao sitio de inoculacédo e ao longo de quase toda a planta, nos estagios mais
avancados da infecgdo. Aparentemente, o virus se concentra nos 6rgaos ricos em
laticiferos, como caule, folhas e frutos, cujo latex apresentou bandas de dsRNA
bastante intensas.

Estudos com a mosca branca Trialeurodes variabilis demonstraram que apesar deste
inseto receber o virus de plantas infectadas, ele nao é capaz de transmiti-lo (Fig.1).



Papaya
o

4Brasil

plantas moscas

8

controle

FIGURA 1 - Detecgao molecular do PMeV em folha de mamoeiro contaminado (1), e sadio sem
contato (2-5 controle) e apés 20 dias de contato com o inseto (2-5 20 dias) e de
inseto Trialeurodes variabilis (6-8).0s acidos nucléicos foram separados por
eletroforese, utilizando-se um marcador de peso molecular de 1 Kbp (M).

Além da analise do latex das plantas, os tecidos de mamoeiros com meleira foram
analisados quanto a presengca do dsRNA do PMeV. Para tal, tém sido utilizados
primers e sua amplificagdo por RT-PCR. A figura 1 apresenta um gel de agarose a
1,5% apbs eletroforese horizontal, em que se observa uma banda nitida em tecido de

planta com meleira.
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FIGURA 2 - Detecgao molecular do PMeV em folhas de mamao. Produto de PCR de folha de
mamoeiro sadio (S) e de folha de mamoeiro doente (D).Os &cidos nucléicos foram
separados por eletroforese, utilizando-se um marcador de peso molecular de 1
Kbp (M).

Ainda n&o se encontra disponivel uma cultivar de mamoeiro resistente a meleira. Uma
via conhecida como RNA de interferéncia (RNAi) é desencadeada por moléculas de

RNA em dupla fita (dsRNA) que inicia uma rota de degradagdo resultando na
destruicdo de moléculas de RNA mensageiro especificas. O uso de moléculas de
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dsRNA em pequena concentracdo, mas com atuagdo especifica contra um
determinado virus, representa uma possibilidade de controle mais efetivo de algumas
viroses. Dessa forma, moléculas de dsRNA gendmicas purificadas a partir do Papaya
meleira virus (PMeV) podem funcionar como indutoras de resisténcia a este mesmo
virus em mamoeiros. Para testar essa possibilidade, mudas de mamoeiro cultivadas
em casa de vegetagdo foram divididas em quatro grupos e inoculadas
respectivamente com PMeV em baixa concentracdo, PMeV em alta concentragao,
dsRNA purificado e dsRNA purificado em conjunto com PMeV. Amostras de latex
foram coletadas de cada uma delas semanalmente. Apdés 10 semanas de
experimento, todas as plantas foram diagnosticadas molecularmente quanto a
presenca do PMeV. Os resultados, apresentados resumidamente na Tabela 1,
indicaram que a inoculacao conjunta do PMeV com dsRNA prolonga o periodo de
incubacdo do virus na planta nos primeiros 50 dias poés-inoculagédo, possivelmente
induzindo as células a um estado de resisténcia mais elevado ao PMeV. Tais
resultados indicam que o dsRNA do PMeV purificado é capaz de induzir um estado de

resisténcia no mamoeiro, possivelmente ativando a via do RNAI nesta planta.

TABELA 1: Establecimento da infeccdo pelo PMeV inoculado em alta e baixa concentracao
viral em mudas de mamoeiro (Carica papaya) e aumento do estado de resisténcia
dessas plantas nos primeiros 50 dias apos a inoculagédo do dsRNA purificado.

Dias pos-inoculacao

Tratamentos
15 22 29 36 43 50 57 64 71
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PMeV
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CONCLUSAO

O PMeV encontra-se, principalmente, na parte aérea de mamoeiros infectados,
concentrando-se nos érgéos ricos em laticiferos, como folhas e frutos mais jovens. A
mosca branca Trialeurodes variabilis nao é o vetor, assim como as praticas agricolas
normais também nao sao processos eficientes de transmissao do virus. Observamos
que a melhor forma de coleta de latex para posterior transporte ao laboratério sem
degradagao é em tampao citrato pH 5, mantido a aproximadamente 4 °C (temperatura
de geladeira). A metodologia por RT-PCR ¢é eficaz no diagndstico viral e os estudos
tem demonstrado uma correlagdo positiva no uso do RNAi para controle do PmeV.
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