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Resumo

As espécies da familia Curcubitaceae sao afetadas por diversas
doencas, e as viroses podem causar perdas na producdo e afetar a
qualidade dos frutos produzidos, principalmente quando a infecgéo ocorre no
estagio inicial de desenvolvimento das plantas. O objetivo deste trabalho foi
testar o método Elisa-indireto para detec¢do de um isolado viral da cultivar
‘Charleston Gray’ de melancia, o qual foi previamente identificado através da
RT-PCR, como Papaya ringspot virus - tipo W. Nos testes de transmisséo
mecanica experimental foram inoculadas quatro espécies pertencentes a
familia Cucurbitaceae (pepino, meldo, melancia e ab6bora ‘Caserta’). Quinze
dias apos as inoculacdes foram observados sintomas sistémicos, com
predomindncia de amarelecimento entre as nervuras, mosaico Severo,
bolhosidades e deformacdes foliares. Amostras foliares foram utilizadas nos
testes de Elisa-indireto com um antissoro policlonal para Potyvirus,
confirmando a presenca do PRSV-W em todas as cucurbitaceas testadas.

Introducao

O cultivo de plantas da familia Curcubitaceae representa 20% da
producéo total de olericolas em todo o mundo. Apesar de ndo apresentarem
um alto valor nutricional, as cucurbitdceas desempenham um importante
papel na alimentacdo, sendo bastante consumidas nas regides tropicais. As
viroses situam-se no grupo das principais doencas que afetam
cucurbitdceas, causando sérios prejuizos pela reducdo no desenvolvimento
das plantas e, consequentemente, causando queda de producado. Trés dos
oito principais virus relatados no Brasil em cucurbitaceas pertencem ao
género Potyvirus (REZENDE & PACHECO, 1998), sendo que a mancha
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anelar do mamoeiro, causada pela estirpe W do PRSV é a principal virose
dos plantios comerciais de cucurbitaceas do Brasil. O PRSV-W é restrito a
cucurbitaceas podendo infectar 40 espécies de plantas distribuidas em 11
géneros (PROVVIDENTI, 1996). Os sintomas iniciais sdo observados nas
folhas, ocorrendo amarelecimento entre as nervuras, mosaico, bolhosidade,
deformacéao foliar e baixo desenvolvimento. A producédo e a qualidade dos
frutos também sdo severamente afetadas, com frutos mal formados e com
mudanca de coloracdo. Neste trabalho, um isolado do PRSV-W infectando
naturalmente melancia ‘Charleston Gray’ foi experimentalmente transmitido
para outras cucurbitaceas, e detectado também, através do teste Elisa-
indireto.

Materiais e métodos

Plantas de pepino, meldo, melancia e abdbora ‘Caserta’ semeadas
em 5 vasos (3 plantas/vaso), foram inoculadas com um isolado do PRSV-W
proveniente de uma planta de melancia ‘Charleston Gray’ apresentando
sintomas de mosaico, que para a preparacdo do indculo, teve suas folhas
maceradas em tampao fosfato de sddio 0,02M (Na;HPO, + NaH,PO, +
Na,S03), pH 7,0, na diluicdo 1:10 (p:v). O extrato vegetal obtido foi inoculado
na superficie foliar de cucurbitaceas, previamente polvilhadas com carvéo
ativado em pé (Synth®) utilizado como abrasivo. Apés a inoculacdo, as
folhas foram lavadas com agua corrente para retirada do excesso de indculo
e abrasivo, e estas plantas permaneceram em casa de vegetacdo até a
manifestacéo de sintomas. Como controle negativo foi mantida uma planta
testemunha de cada espécie, sem inoculagao.

Teste soroldgico - ELISA- indireto

Folhas sintométicas de cada espécie testada foram coletadas, e
maceradas em tampéao de cobertura 0,05 M (1,59 g de Na,COg, 2,93 g de
NaHCOs, 0,2 g de NaNs, pH 9,8) na proporgédo de 1/10. Em seguida foram
aplicados 100 pl do extrato vegetal nos orificios da placa, com 3 repeticdes
por amostra, e depois, a placa foi incubada na geladeira a 4 °C por 18 h.
Apos, a placa foi lavada com tampéo PBS 1X-Tween (8,0g de NaCl, 0,2g de
KH,PO,, 1,1g de NaHPO,, 0,2g de KCL, pH 7,4 com Tween 20%) por trés
vezes com intervalos de 3 min. Posteriormente, adicionou-se 100 pl do
anticorpo (Agdia®) para o género Potyvirus, com diluicdo de 1/200 em
tampédo PBS 1X, seguido de incubacédo em estufa a 37 °C por 2 h. Apés,
realizaram-se os procedimentos de lavagem conforme descrito
anteriormente. Foram adicionados aos orificios 100 pl do conjugado
enzimatico (anti-IgG, Agdia®), diluido na proporcdo 1/200 em tamp&o PBS
1X, com incubacéo a 37 °C por 2 h, seguido das lavagens. Apds, adicionou-
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se 100 pl do substrato nitrofenil fosfato (Sigma®™) preparado na concentracdo
de 1 mg/ml em tamp&o de substrato (97 ml de dietanolamina e 0,2 g de NaNs3,
pH 9,8). Por fim, a placa permaneceu em temperatura ambiente por 60 minutos
e realizou-se a leitura em leitor de ELISA (ELISA VERSA Max tunable,
Microplate reader (Molecular Devise®) no comprimento de onda de 405 nm.

Resultados e Discussao

Quinze dias apos as inoculacdes foram observados os sintomas de
mosaico severo, amarelecimento de nervuras, bolhosidades e deformacéo
foliar nas cucurbitaceas inoculadas. Os resultados do teste ELISA-indireto
confirmaram a presenca do PRSV-W em todas as plantas inoculadas, sendo
obtido um valor de leitura de absorbancia duas vezes superior ao valor
obtido para plantas sadias, como observado na Figura 1.
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Amostras foliares

Figura 1 - Valores de absorbancia das leituras do teste sorol6gico ELISA-indireto em
amostras foliares das espécies de cucurbitaceas na diluicdo de 1/10, com o antissoro para o
género Potyvirus, na diluicdo 1/200. Como controle negativo foram utilizadas plantas sadias

das respectivas amostras foliares.

Conclusbes

Os sintomas de mosaico severo e deformacéo foliar observados nas
plantas de meldo, melancia, pepino e abdbora ‘Caserta’ mecanicamente
inoculadas, foram associados a presenca do PRSV-W na cultivar de
melancia ‘Charleston Gray’ utilizada como fonte de in6culo, e confirmado
através do teste Elisa-Indireto realizado.
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