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Caracterizacao biolégica e sorologica de um isolado de Squash mosaic
virus e efeitos da infec¢cdo mista com virus do género Potyvirus (22)!

Biological and serological of an isolate of squash mosaic virus and effects of mixed
infection with a virus of the genus Potyvirus

Fabiana Rodrigues da Silva?*, José Albersio de Aradjo Lima?, Aline Kelly Queiroz do Nascimento® e Graziela
Silva Barbosa®

RESUMO - O Nordeste brasileiro possui condi¢des edafoclimaticas favoraveis ao cultivo do meloeiro (Cucumis melo).
No entanto, diferentes problemas fitossanitarios afetam sua produtividade, destacando-se as doengas ocasionadas por
virus. A presente pesquisa objetivou efetuar a caracterizacdo bioldgica e soroldgica de um isolado de Squash mosaic virus
(SqMV) obtido no Ceard. Em estudos de gama de hospedeiros o virus infetou sistemicamente somente cinco espécies
da familia Cucurbitaceae e ocasionou lesdes locais em Chenopodium amaranticolor e C. quinoa. Estudos da infeccéo
mista do SqQMV com virus do género Potyvirus demonstraram efeito sinérgico entre 0s mesmos. A purificacdo quimica
do SqMV foi possivel a partir de plantas de meloeiro e a imunizacdo em coelho com a preparacdo purificada possibilitou
a producdo de antissoro policlonal especifico. O antissoro produzido apresentou titulos de 1:10.000 quando avaliado
por plate trapped antigen enzyme linked immune absorbent assay (PTA-ELISA), de 1:160.000 em immune-precipitation
ELISA (IP-PTA-ELISA) e de 1:1.024 em Dupla Difusdo em Agar. Estudos do relacionamento sorolégico entre SQMV e
Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) do género Comovirus contra seus antissoros homélogos e heterélogos em Dupla
Difusdo em Agar demonstraram relacionamento unilateral entre 0s mesmos.

Palavras-chave: Comovirus. Infec¢do mista. IP-PTA-ELISA. Relacionamento sorolégico.

ABSTRACT - The conditions of soil and climate in the northeast of Brazil are favorable to cultivation of melon
(Cucumis melo). However, there are various sanitary problems that affect productivity, especially diseases caused by
viruses. This research had the objective of carrying out the biological and serological characterisation of an isolate of
the Squash mosaic virus (SqMV), obtained in the State of Ceard, Brazil. In studies into host range, the virus infected
systemically only five species of Cucurbitaceae family, and caused local lesions in Chenopodium amaranticolor and
C. quinoa. Mixed-infection studies of SQMV with a virus specie from the genus Potyvirus demonstrated a synergistic
effect between the viruses. Chemical purification of SQMV was possible using melon plants, and immunisation of
rabbits with the purified preparation enabled the production of a specific polyclonal antiserum. The antiserum produced
presented titers of 1:10,000 when evaluated by plate-trapped antigen enzyme-linked immunosorbent assay (PTA-
ELISA), 1:160,000 by immunoprecipitation ELISA (IP-PTA-ELISA) and 1:1,024 by agar double diffusion. Studies by
agar double diffusion of the serological relationship between SqMV and the Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), of
the genus Comovirus, demonstrated a unilateral relationship against their homologous and heterologous antisera.
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INTRODUCAO

Entre as principais culturas utilizadas para
producdo de alimentos as espécies cultivadas da
familia Cucurbitaceae ocupam lugar de destaque, pela
sua importancia econdmica e social, sendo o meloeiro
(CucumismeloL.)umadasculturasde maiorimportancia
do Nordeste brasileiro, por constituir um dos principais
produtos do agronegdcio nos estados do Rio Grande do
Norte e do Ceard. As condigdes climéaticas da regido
Nordeste, caracterizadas por elevadas temperaturas
e niveis de luz solar, tém propiciado a obtencdo da
alta produtividade, com frutos de excelente qualidade
(ARAUJO; VILELA, 2003). Dentre os problemas
fitossanitarios causados por diferentes agentes
bioldgicos, os de natureza viral ocasionam danos severos
na producdo do meloeiro, sendo os mais problematicos
devido & inexisténcia de medidas tradicionais de
controle por defensivos agricolas, com o agravante de
resultarem em infeccdes sistémicas e 0s virus serem
disseminados por vetores bioldgicos eficientes (LIMA
et al., 2012a; 2012b; LIMA; SITTOLIN; LIMA, 2005;
SILVEIRA et al., 2009).

Entre os virus de plantas que infetam as
cucurbitéceas, ja foram relatadas no Nordeste brasileiro
as especies pertencentes aos seguintes géneros:
Potyvirus: Papaya ringspot virus, tipo Watermelon
(PRSV-W); Watermelon mosaic virus (WMV) e
Zucchini  yellow mosaic virus (ZYMV); Género
Cucumovirus: Cucumber mosaic virus (CMV); Género
Comovirus: Squash mosaic virus (SqMV) (LIMA et al.,
20123, 2012b; LIMA; VIEIRA, 1992; MOURA et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2000; RABELO FILHO et al., 2005) e
um virus responsavel pelo amareldo do meloeiro ainda ndo
caracterizado a nivel de espécie e género (LIMA et al., 20123;
2012b; MOURA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2000).

Ocorréncia natural de dois ou mais virus numa
mesma planta é muito comum e infecgcdes mistas de
PRSV-W, WMV e ZYMV com efeitos mais severos
na sintomatologia podem ser observadas em diferentes
genotipos de meloeiro ou de melancia (OLIVEIRA et al.,
2000; RAMOS; LIMA; GONCALVES et al., 2003). A
intensidade dos sintomas observada em infec¢fes mistas
tem revelado interagdo sinérgica entre PRSV-W, WMV
e ZYMV em meloeiro e em melancia e, algumas vezes,
envolvendo infecgdes triplas com espécies de virus do
género Potyvirus resultando em sintomas mais severos
(RAMOS; LIMA; GONCALVES et al., 2003). Em razdo
da frequéncia de infec¢des mistas no campo (OLIVEIRA
et al., 2000; RAMOS; LIMA; GONCALVES et al.,
2003), a producao de cultivares com resisténcia dupla ou
tripla constitui eficiente forma de controle de virus em
meloeiro. Embora a infec¢do mista de dois ou mais virus

do género Potyvirus seja muito comum em condicdes
de campo e bastante estudada (RAMOS; LIMA;
GONCALVES et al., 2003), existe pouca ou nenhuma
informagé&o dos efeitos da infecgdo mista de SQMV com
outras espécies de virus (LIMA et al., 2012b).

O SgMV do género Comovirus pode ser
disseminado por sementes e por coledpteros
especialmente, Diabrotica spp e Acalymma spp
(ASTIER, 2007; FREITAG, 1956; LIMA et al., 2012a;
2012b). Ossintomas induzidos pelo SqMV sdo variaveis
e os graus de severidade sdo bastante diferenciados, em
funcdo da estirpe do virus, da espécie e/ou da variedade
vegetal cultivada, da proximidade da fonte de indculo e
da populagédo dos vetores (MOURA et al., 2001).

O SgMV tem sido constatado nos estados
do Ceard, Maranhdo, Piaui e Rio Grande do Norte.
Possui gama de hospedeiros restrita a espécies de
cucurbitaceas, sendo mais importante em meldo var.
Cantaloupe (CAMPBELL, 1971; FREITAG, 1956;
MOURA et al., 2001).

O género Comovirus pertence a subfamilia
Comovirinae da familia Secoviridae inclui espécies de
virus responsaveis por importantes doengas de plantas
no Nordeste Brasileiro, incluindo o SQMV em meloeiro
(LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2012b) e o Cowpea
severe mosaic virus (CPSMV) em feijoeiro caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp. subsp. unguiculata],
ocorrendo também em vérias partes do mundo tropical
(HAMPTON; THOTTAPPILLY; ROSSEL et al., 1997,
LIMA; NELSON, 1975; LIMA; SITTOLIN; LIMA et
al., 2005). O feijoeiro caupi faz parte da agricultura
tradicional do semidrido Nordestino e as doengas
ocasionadas por virus incluindo o CPSMV séo fatores
limitantes a sua producdo (LIMA; NELSON, 1975;
LIMA; SITTOLIN; LIMA et al., 2005).

Embora o SgMV tenha sido constatado em
baixos indices nos estados do Nordeste brasileiro em
razdo da sua gama restrita de hospedeiros confinada
em espécies de cucurbitaceas e em razdo do intensivo
controle quimico de insetos vetores de virus em
campos de producdo de meloeiro (LIMA et al., 2011),
0 virus pode ser facilmente transmitido por sementes
de meloeiro e de jerimum (Cucurbita spp.), indicando
a necessidade de estudos e caracterizacdo dos seus
isolados e desenvolvimento de métodos eficientes de
identificacdo (ASTIERetal.,2007; CAMPBELL, 1971,
LIMA et al., 2011; ZITTER; HOPKINS; THOMAS
et al., 2004). Diversidades bioldgicas, soroldgicas e
moleculares entre isolados de SqQMV tém sido usadas
para classificacdo de isolados nos subgrupos | e Il
(LIMA et al., 2011; LING et al., 2011; NELSON;
KNUHTSEN, 1973 ).
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Caracterizacéo bioldgica e soroldgica e de um isolado de Squash mosaic virus e efeitos da infeccdo mista com virus do género Potyvirus (22)

A presente pesquisa teve por objetivo a
caracterizacdo bioldgica e soroldgica de um isolado de
SqMV através do estudo de gama de hospedeiros, infeccao
mista com virus do género Potyvirus, purificagdo quimica,
producdo de antissoro e estudo do relacionamento
soroldgico com outro virus do género Comovirus.

MATERIAL E METODOS

Estudo de gama de hospedeiros do isolado de Squash
mosaic virus

Foram realizadas inoculagbes mecéanica com
extratos de plantas de meloeiro infectadas sistemicamente
peloisolado de SqQMV em solugéo tampéo 0,05 M de KPO,,
pH 7,5, obtidos pela maceracéo de tecido foliar infetado,
na proporcdo de 1 g de tecido para 8 mL de solugdo.
Foram inoculadas 12 plantas de cada espécie/cultivar,
com aproximadamente oito dias apds a emergéncia,
deixando-se quatro plantas de cada espécie ou cultivar sem
inoculacéo para funcionarem como testemunhas. Todas as
plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacao
do Laboratorio de Virologia Vegetal, da Universidade
Federal do Ceara (LabVV/UFC). Uma segunda inoculagao
foi efetuada nas poucas plantas que nao apresentaram
sintomas dez dias ap0s a primeira inoculacdo. Todas as
plantas inoculadas e ndo inoculadas foram observadas
diariamente quanto ao aparecimento de sintomas e testadas
por Dupla Difusdo em Agar contra antissoro especifico
para SgMV, 25 dias ap6s a primeira inoculagao.

Foram estudadas as espécies das familias
Cucurbitaceae: melancia (Citrullus lanatus Thunb
Matsum. & Nakai); bucha (Luffa aegyptica Mill); pepino
(Cucumis sativus L.), var. ‘Conserva Wiscorson’, var.
‘Verde Comprido’; maxixe (C. anguria L.); abobora
(Cucurbita moschata L.) var. ‘Menina Rajada’; abobrinha
(C. pepo L.) var. ‘Caserta’; Fabaceae: feijoeiro caupi
[Vigna unguiculata (L.) subsp. unguiculata Walp.] var.
‘Pitiuba’, var. ‘Macaibo’; Solonaceae: pimenta de cheiro
(Capsicum adoriferum \ell.); pimentdo (Capsicum
annuum L.); berinjela (Solanum melongena L.); fumo
(Nicotiana tabacum L.) var. ‘Sansum’, var. “TNN’, var.
‘Xanth’, var. ‘Sansum White burley’; N. glutinosa L.;
Apiaceae: cenoura (Dacus carota L.); Caricaceae: jaracatia
[Jacaratia spinosa (Aubli) A. DC.], mamoeiro (Carica
papaya L.) tipo ‘Formosa’; Amaranthaceae: Chenopodium
amaranticolor Costa e Reyn e C. quinoa Willd.

Efeitos da infeccdo mista do Squash mosaic virus
com virus do género Potyvirus

Em casa de vegetacdo, plantas de meloeiro var.
‘Imperial’ foram obtidas por semeaduras em bandejas contendo

substrato comercial a base de vermiculita e transplantadas
para vasos de 5 L, contendo uma mistura de terra e esterco
previamente autoclavadas. Foram utilizados dois vasos por
tratamento, com quatro plantas por vaso, utilizando-se o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticdes. Cinco dias apos o transplantio, o isolado de
SgMV foi inoculado em uma das folhas cotiledonares e um
dos virus do género Potyvirus (PRSV-W, WMV e ZYMV)
foi inoculado na outra folha. O experimento foi composto de
oito tratamentos assim representados: A- plantas inoculadas
somente com SqMV; B- plantas inoculadas somente com
WMV; C- plantas inoculadas somente com ZYMV; D- plantas
inoculadas somente com PRSV-W, E- plantas inoculadas com
SgMV e com WMV; F- plantas inoculadas com SqMV
e com PRSV-W; G- plantas inoculadas com SqMV e
com ZYMV e H- testemunha, plantas sem inoculacdo.

As plantas de cada tratamento foram diariamente
observadas quanto ao surgimento de sintomas e inicio
da floragdo. Decorridos 50 dias das inoculacgdes, as
plantas foram avaliadas quanto ao tamanho, ao nimero
total de folhas e as concentragdes dos virus do género
Potyvirus estimadas pela técnica de “plate-trapped
antigen enzyme-linked immunosorbent assay” (PTA-
ELISA) e as concentragfes do SqMV estimadas por
imunoprecipitacdo seguidade ELISA (IP-PTA-ELISA),
metodologia desenvolvida por Lima et al. (2011). As
amostras para as analises por PTA-ELISA e por IP-
PTA-ELISA foram preparadas nas mesmas condigoes,
usando-se iguais quantidades (1,0 g) de tecidos das
plantas, diluidas nas mesmas proporc¢des com o tampéo
das amostras (1:2), a fim de possibilitar avaliacbes
qualitativas e quantitativas quanto a presenca dos virus
nas plantas inoculadas (LIMA et al., 2012a).

No final do experimento, todas as plantas foram
removidas para avaliacdo das massas fresca e seca
da parte aérea e do sistema radicular. As médias dos
tratamentos foram comparadas por meio do teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade, pelo programa
GENES (CRUZ, 2006).

PTA-ELISA para avaliacdo da concentragdo de
virus do género Potyvirus

Amostras de 1,0 g de folhas de cada planta dos
tratamentos com virus do género Potyvirus (PRSV-
W, WMV e ZYMV) isoladamente ou em combinagéo
com SgMV foram coletadas e testadas por PTA-ELISA
contra 0s antissoros para cada virus correspondente.
Cada amostra de 1,0 g foi diluida em 2,0 mL de
tampdo de extracdo. Os valores das absorbancias dos
extratos das plantas infectadas foram avaliados através
da anéalise das razdes das suas médias pela média dos
valores de absorbancia dos extratos de plantas sadias,
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considerando positivas as amostras com razdo igual ou
superior a dois. Referidos valores foram considerados
como referéncia para estimar as concentragdes dos virus.

A técnica de IP-PTA-ELISA (LIMA et al,
2011; LIMA et al., 2012a) foi utilizada para estimar a
concentracdo do SqMV. Amostras de 1,0 g de folhas de cada
planta dos tratamentos com plantas inoculadas com SqMV
isoladamente ou em combinacdo com virus do género
Potyvirus foram coletadas e testadas por IP-PTA-ELISAde
acordo com Lima et al. (2011) e Lima et al. (2012a).

Purificacdo quimica de Squash mosaic virus e
determinacdo da massa molecular das proteinas
capsidiais

O isolado de SqMV foi multiplicado em 100
plantas de meloeiro ‘Imperial’ em condigfes de casa de
vegetacdo do LabVV/UFC. Apés 30 dias da inoculagdo,
as folhas que apresentavam sintomas caracteristicos
do virus foram coletadas para purificagdo por meio
da clarificagdo com n-Butanol e precipitacdo das
particulas virais com polietilenoglicol (PEG) 6.000,
segundo protocolo usado por Lima e Amaral (1985).

A preparacgdo viral foi biologicamente avaliada
por inoculacdo em plantas sadias de meloeiro. Aliquotas
da preparacdo purificada do virus foi diluida 1:20 e
analisada no espectrofotdmetro de luz ultravioleta,
CIRRUS 80ST, na faixa de comprimento de onda de
220 a 340 nm para obtencdo de espectro de adsorcao
e concentragdo do virus. A concentragdo de virus na
preparacdo purificada foi avaliada com base na A,
na diluicdo de 1:20, usando o coeficiente de extingcdo
igual a 7, segundo Lima e Amaral (1985).

A massa molecular das suas proteinas capsidiais
foi determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sédio (SDS), seguindo protocolo
de Nascimento et al. (2010) com modificacGes.

Caracterizacdo sorologica do isolado de Squash
mosaic virus

O produto final da purificagdo quimica do SqMV
foi usado para imunizacdo de coelho da Raca Nova
Zelandia Branca, com seis meses de idade, através de
injecBes na pata traseira do animal. Para imunizacéo foi
utilizada umaaliquota de 500 uL da preparacao purificada
emulsificada com igual volume de adjuvante incompleto
de Freud. Foram feitas trés inje¢6es com igual quantidade
da preparacdo viral com o adjuvante em intervalos de sete
dias. Ap6s 21 dias da primeira imunizagdo, procedeu-se
a primeira sangria e a partir dai, o animal foi sangrado
semanalmente. A coleta de sangue foi realizada através
de pequenos cortes nas veias marginais das orelhas do
coelho, retirando-se aproximadamente 10 mL de sangue

por sangria. O sangue coletado foi incubado em banho-
maria a 37 °C por 1 h e centrifugado a 3.000 g por 10
min. Em seguida, o sobrenadante foi submetido a uma
centrifugacdo de 10.000 g por 10 min e o soro obtido foi
armazenado a -20 °C.

Os titulos do antissoro foram determinados por
IP-PTA-ELISA e PTA-ELISA, utilizando diluigoes
de 1:1.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000, 1:80.000,
1:160.000, com antissoro bruto e absorvido com
proteina purificada de meloeiro sadio, visando remover
possiveis anticorpos reativos com proteinas de plantas.
A purificagdo da proteina foi efetuada seguindo o
mesmo protocolo de purificagdo viral de Lima e Amaral
(1985) e para a absorcdo do antissoro foi utilizada
uma proporgdo de 1:2 (antissoro/proteina purificada).
Em seguida, a mistura foi incubada a 37 °C por 3 h e
centrifugada a 5.000 g por 10 min, sendo o sobrenadante
recuperado para constituir o antissoro absorvido.

A reatividade e a especificidade do antissoro
absorvido foram avaliadas por IP-PTA-ELISA através de
diluicBes do extrato de plantainfectada e sadia (1:10; 1:100;
1:1.000, 1:10.000) e o antissoro na dilui¢do de 1:100. A
reatividade e especificidade foram também avaliadas nas
diluicBes do antissoro (1:100, 1:1.000 e 1:2.000), mantendo
0 extrato da planta infetado e sadio na diluicdo de 1:10.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com quatro repeticdes na avaliacdo dos resultados.
As médias dos tratamentos foram comparadas por meio do
teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade, pelo do
programa GENES (CRUZ, 2006).

A titulacao foi também avaliada pela técnica de
Dupla Difusdo em Agar utilizando extrato de planta
infectada e sadia na propor¢do de 1:2 e 1:10 (p/v)
obtidos a partir da maceragdo em presenga de agua
destilada. Em seguida, aliquotas de 25 a 35 pL dos
extratos foram distribuidas nos orificios periféricos do
gel (0,8 % de Agar Noble 1,0 % de NaN,) e testadas
contra o antissoro para SQMV nas diluigdes de 1:4;
1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256; 1:512 ¢ 1:1.024 em
solucéo salina a 0,85%.

O possivel relacionamento soroldgico entre
SgMV e CPSMV, também pertencente ao género
Comovirus, foi realizado em teste de reciprocidade em
Dupla Difusdo em Agar, com antissoros especificos
para SqMV e CPSMV. Extratos foliares de plantas de
meloeiro infectados com SqMV e extratos da planta de
feijoeiro caupi infetados com CPSMV na diluigdo 1:2
(p/v) foram testados contra seus antissoros homdlogos
e heter6logos nas diluicbes de 1:2; 1:4; 1:8; 1:16;
1:32 e 1:64. Em todos os testes foram usados como
testemunhas extratos de plantas sadias de meloeiro e
feijoeiro caupi.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos estudos de gama de hospedeiros, com excegao
da melancia e da bucha, o isolado de SgMV infectou
sistemicamente todas as espécies da familia Cucurbitaceae,
mas ndo infectou nenhuma das espécies das familias Apiaceae,
Caricaceae, Fabaceae e Solonaceae. Como era esperado, o
virus ocasionou lesdes necréticas locais em C. amaranticolor
e C. quinoa. Em estudos semelhantes, Freitag (1956)
constatou que algumas espécies da familia Amaranthaceae,
Chenopodiaceae e Leguminosae (atual Fabaceae) foram
infectadas experimentalmente com SgMV. Embora com
gama de hospedeiras sistémicas restrita a espécies da familia
Cucurbitaceae, os resultados obtidos demonstraram que o
isolado de SqgMV estudado deve ser diferente dos isolados
obtidos no Nordeste por Lima e Amaral (1985) e por Lima e
Vieira (1992). O isolado estudado por Lima e Amaral (1985)
foi obtido a partir de plantas de melancia exibindo sintomas
de mosaico severo, reducdo do desenvolvimento e necrose
sistémica, em campos de cultura irrigada no estado do Piaui
e o isolado de SQMV estudado por Lima e Vieira (1992) foi
obtido a partir de pequenas areas de producdo de abdbora
(Cucurbita moschata L.) no estado do Ceara, o qual também
infectou melancia em experimentos de casa de vegetacéo. Tal
caracteristica bioldgica indica que referidos isolados devem
pertencer ao grupo SgMV-I caracterizado por Nelson e
Knuhtsen (1973). De acordo com Nelsone Knuhtsen (1973),
nenhum isolado pertencente ao grupo SqQMV-II infecta
melancia, no entanto os isolados do grupo SQMV-I séo
capazes de infectar melancia, indicando que o isolado
de SgMV em estudo deve pertencer ao grupo SqMV-II,
diferindo dos isolados estudados por Lima e Amaral
(1985) e Lima e Vieira (1992). Estudos desenvolvidos
por Ling et al. (2011) confirmaram a existéncia dos dois
grupos do SqMV e desenvolveram metodologia capaz de
detectar isolados de SQMV pertencentes aambos 0s grupos
através da técnica de Real-time RT-PCR (qRT-PCR).

No estudo da infeccdo mista as andlises
sintomatologicas didrias demonstraram que todas as
plantas com infeccdo de SqMV manifestaram seus
sintomas tipicos, mesmo quando em combinagdo
com virus do género Potyvirus. Nos tratamentos com
infeccdo mista todas as plantas iniciaram a apresentacéo
dos sintomas sete dias ap6s a inoculagdo enquanto que
0 aparecimento de sintomas nas plantas com infeccdo
simples teve inicio somente trés dias depois (Figura 1).
Mesmo nas plantas simultaneamente inoculadas com
SqMV e com qualquer um dos virus do género Potyvirus
(WMV, ZYMV e PRSV-W) o0s primeiros sintomas
surgidos sete dias apds as inoculages foram tipicos do
SgMV, indicando a possibilidade de uma maior rapidez
no processo de infeccdo, replicacdo e movimentagdo do
SqMV em comparagdo as espécies de virus do género
Potyvirus. Somente 10 dias apds as inoculacGes se deu a

modificacdo dos sintomas, 0s quais se apresentaram mais
severos, indicando uma interacéo sinérgica entre 0s virus.
Todas as plantas com infeccdo viral simples ou mista
retardaram os periodos de floragdo quando comparados
com as plantas ndo inoculadas usadas como testemunhas.
No entanto, ndo houve diferenca no inicio da florag&o entre
as plantas com infeccdo simples ou maltipla. Diferencas
significativas foram verificadas com todas as caracteristicas
avaliadas, exceto nimero de folhas (Tabela 1). As plantas com
infeccdo mista apresentaram acentuadas reducdes, sobretudo
no tamanho, massa fresca e seca das plantas, sendo que a
interagdo entre SQMV e PRSV-W foi a que mais afetou todos
0s parametros de desenvolvimento das plantas avaliados,
inclusive o nimero total de flores até o final do experimento.
Os resultados mostraram que as plantas de meloeiro com
infeccao mista, desde o inicio da infecgao, exibiram sintomas
mais severos que os das plantas com infecgdes isoladas,
evidenciando interacdo sinérgica entre 0s virus.

As concentragdes dos virus do género Potyvirus
avaliadas por PTA-ELISA, em infeccdo simples e em
combinagdo com SqMV foram sempre elevadas, sendo
que a maior concentracdo encontrada foi para PRSV-W
em plantas com infeccdo simples. Quando em infeccéo
simpleso ZYMV, também, apresentou maior concentragédo
do que em infeccdo mista com SgqMV. Por outro lado,
0 WMV apresentou maior concentracdo quando em
combinagdo com SqMV. Na avaliacdo da concentracdo
do SgMV em infecgdo simples e em combinagdo com
os virus do género Potyvirus, sua maior concentragdo
estimada por IP-PTA-ELISA foi quando em infeccdo
mista com PRSV-W, sendo que nas outras situacoes, inclusive
em infec¢do simples suas concentracfes foram semelhantes.

Em condic¢des de campo, Lima e Vieira (1992)
também constataram sintomas de mosaico severo e
necrose sistémica em plantas de melancia resultantes
de infeccdo simultanea de SgMV e PRSV-W, em
cultivo irrigado no estado do Piaui. Nascimento et al.
(2011), objetivando selecionar espécies de melancia
resistente ao PRSV-W, diagnosticaram a presenca de
infeccdo mista de PRSV-W e SqMV. A ocorréncia e
as consequéncias do sinergismo entre virus, resultantes
de infec¢gdes mistas, podem acarretar alteracdes nos
sintomas das doencas em meloeiro, com sintomas
mais severos e, consequente aumento da severidade da
doenca (RAMOS; LIMA; GONCALVES, 2003).

Em razéo dos efeitos negativos no desenvolvimento
das plantas resultantes de infecgdes simultaneas de
dois ou mais virus e a frequéncia com que elas ocorrem
naturalmente no campo, as estratégias para convivéncia
e controle das viroses em espécies de cucurbitaceas ndo
devem considerar somente as doengas ocasionadas por
cadavirus isoladamente (OLIVEIRAetal., 2000; RAMOS;
LIMA; GONCALVES, 2003; SILVEIRA et al., 2009).
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A preparagdo purificada do SqMV apresentou
razdo de absor¢do nos comprimentos de ondade A, e A,
nm (A, /A,,) de 1,54, valor tipico de virus poliédricos
gue possuem percentuais elevados de acido nucléico e
semelhante ao encontrado por Lima e Amaral (1985) para
outro isolado de SgMV. A concentracdo viral foi estimada
em 85,01 mg de virus/kg de tecido vegetal infectado. A
preparagdo purificada do virus foi infectiva em todas as
diluicbes de 1:10, 1:20 e 1:50, quando inoculadas em
plantas sadias de meloeiro, demonstrando a integridade

bioldgica do virus purificado e confirmando a eficiéncia
do processo de purificagdo utilizado por Lima e Amaral
(1985). O grau de pureza da preparagdo purificada e a
elevada concentracéo de virus ratificam que o protocolo
de purificacdo adotado é um processo simples, mas
eficiente para purificacéo de virus do género Comovirus e
aqueles com caracteristicas semelhantes. Estes resultados
constituem indicativos da eficiéncia do método utilizado,
conforme adaptacGes de Lima e Amaral (1985) para a
purificacdo do SgMV.

Figural - Plantas de meloeiro (Cucumus melo) com infecgdo simples e mista de virus: A) Planta infectada somente com Squash mosaic
virus (SQMV); B) Planta infectada com SqMV e Watermelon mosaic virus (WMV); C) Planta infectada com SqMV e Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV); D) Planta infectada com SqMV e Papaya ringspot virus, tipo Watermelon (PRSV-W); E) Planta infectada
somente com PRSV-W; F) Planta infectada somente com WMV; G) Planta infectada somente com ZYMV e H) Planta ndo inoculada

Tabela 1 - Efeito da infeccdo simples e mista de Squash mosaic virus (SQMV) com Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV),
Watermelon mosaic virus (WMV) ou Papaya ringspot virus, tipo Watermelon (PRSV-W) no tamanho das plantas, nimero total
de folhas, massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular de meloeiro (Cucumis melo)

Tipo de infec¢do  Tamanho  N°de folhas Massa fresca folha Massa frescaraiz ~ Massa seca folha Massa seca raiz
SgMV 2,21 abt 27,00 a 61,99 a 13,21b 6,10 ab 0,86 ab
PRSV-W 150abc 26,93 a 32,03 ab 7,09 be 6,08 ab 0,79 ab
WMV 2,23 ab 25,67 a 60,43 a 7,09 be 6,08 ab 0,86 ab
ZYMV 1,81 abc 24,66 a 32,03 ab 6,21 bc 5,46 ab 0,78 ab
SqMV+WMV 140abc  22,33a 22,70 ab 342c¢ 3,29ab 0,54 ab
SqMV+ZYMV 18labc  23,00a 53,80 a 6,21 bc 3,29ab 0,54 ab
SqMV+PRSV-W 1,39abc  20,00a 53,06 b 152¢ 2,06b 0,21b
Sadia 2,3lab 27,67 a 61,99 a 53,06 a 6,83a 121a
Média 1,72 24,29 35,72 11,30 4,29 0,64
CV (%) 20,84 16,23 42,01 30,46 35,14 39,63
F 5,44* 2,06* 5,61* 75,45* 5,36* 4,87*

tMédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. *Significativo em

nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F
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Caracterizacéo bioldgica e soroldgica e de um isolado de Squash mosaic virus e efeitos da infeccdo mista com virus do género Potyvirus (22)

A andlise eletroforética das proteinas capsidiais
do isolado de SqMV em gel de eletroforese em meio de
poliacrilamida permitiu estimar seus pesos moleculares
em aproximadamente 21 e 43 kDa. Segundo Van
Regenmortel (2000), os virus do género Comovirus
possuem duas proteinas na sua capa protéica com massas
moleculares estimadas entre 40-45 kDa e 21-27 kDa.

O antissoro obtido apresentou um titulo de
1:1.024 em Dupla Difusdo em Agar para as diluicbes
do extrato da planta infectada de 1:2 e 1:10. Em IP-
PTA-ELISA os titulos do antissoro bruto e absorvido
com proteina de planta sadia foram de 1:160.000 e
1:40.000, respectivamente, sendo a melhor reagdo obtida
na dilui¢do de 1:10.000 com antissoro bruto e 1:1.000
para antissoro absorvido. O titulo do antissoro bruto e
absorvido em PTA-ELISA foi de 1:10.000.

Os resultados dos testes sorologicos, em IP-
PTA-ELISA e PTA-ELISA, mostraram que tanto para
antissoro bruto como para o0 antissoro absorvido houve
reconhecimento do virus em planta infectada com extrato
na diluicdo de 1:10, apresentando valores de absorbancia
baixa para os extratos de plantas sadias, evidenciando
clara distingdo entre o extrato de planta sadia e de planta
infectada.

Na avaliacdo da reatividade e da especificidade do
antissoro em teste de IP-PTA-ELISA a melhor dilui¢do do
extrato de planta infectada e sadia foi de 1:10. Quando foi
mantido o extrato da planta infectada e sadia na diluigao
de 1:10, o antissoro de precipitacdo apresentou boa reagao
em todas as trés dilui¢des: 1:100, 1:1.000 e 1:2.000.

A técnica de IP-PTA-ELISA apresentou 0s
melhores resultados para deteccdo do SqMV, sendo 1:10 a
melhor diluicdo para o antigeno, 1:100, 1:1.000 e 1:2.000
as melhores diluigdes para antissoro de precipitacdo e
1:1.000 a melhor diluigdo para o antissoro de cobertura.
Lima et al. (2011) avaliando a sensibilidade das técnicas
de IP-PTA-ELISA e PTA-ELISA para detecgdo de Papaya
lethal yellowing virus (PLYV), ZYMV e SqMV em tecidos
de plantas infectadas, encontraram melhores resultados
com a técnica de IP-PTA-ELISA. Semelhantemente, o0s
resultados da presente pesquisaindicaram alta sensibilidade
e especificidade da técnica IP-PTA-ELISA na deteccédo do
isolado de SqMV.

O antissoro obtido confirmou a eficiéncia do método
de imunizagdo de “foot pad”, o qual proporciona economia
de virus purificado e producdo de elevada concentragio
de anticorpos no antissoro (LIMA et al., 2012a; LIMA,
AMARAL, 1985). A partir das avaliagdes dos antissoros das
diferentes sangrias foi possivel observar que a concentragéo de
anticorpos especificos para 0 SQMV aumentou com o tempo,
demonstrando a importancia da obtencéo de antissoro durante
0 periodo méaximo de resposta imunoldgica do coelho.

Os resultados dos estudos de relacionamento
soroldgico com extratos foliares de plantas infectadas
com antissoro para CPSMV ndo apresentaram nenhuma
reacdo, enquanto que extratos foliares de plantas
infectadas com CPSMV apresentaram forte reacédo
com seu antissoro homologo. De outra parte, extratos
de plantas de feijoeiro caupi infectadas com CPSMV
reagiram com o antissoro para SqMV, formando esporéo
com extrato de plantas de meloeiro infectadas com
SgMV, depositadas em orificios vizinhos, evidenciando
a existéncia de relacionamento sorolégico unilateral
entre SQMV e CPSMYV capaz de ser detectado somente
com o uso de antissoro para SQMV.

Vérios virus inclusive o SgMV podem ser
introduzidos dentro de um pais, estado, regido ou campo
de cultura através de sementes infectadas. Desta forma,
a producdo de sementes livres de virus proporcionam
um controle efetivo dos virus transmitidos por sementes,
incluindo SgMV. Vérios programas de certificacdo de
sementes tém sido desenvolvidos para testar lotes de
sementes quanto a presenca de virus, visando a selecédo
de sementes livres de virus (LIMA et al., 2012b; LIMA,;
PURCIFULL, 1980; LING et al., 2011; NELSON
KNUHTSEN, 1973). Lima e Purcifull (1980), por
exemplo, desenvolveram duas técnicas imunologicas
para deteccdo de virus em sementes de feijoeiro caupi e
sementes de soja (Glycine max L.). A simples, eficiente e
pratica técnica de IP-PTA-ELISA que se mostrou eficiente
para detectar SQMV em plantas infectadas, poderia ser
usada na indexacdo de sementes contra referido virus.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos na presente
pesquisa, conclui-se que:

1. Os estudos bioldgicos indicam que o isolado de
SgMV ndo infecta melancia, devendo, portanto,
pertencer ao grupo Il;

2. InfeccBes mistas de SQMV com espécies do género
Potyvirus ocasionam altera¢es na sintomatologia e
reducdo no desenvolvimento da planta, evidenciando
um efeito sinérgico entre os virus;

3. A metodologia adotada para purificacdo do isolado
de SqQMV ndo afeta a integridade biolégica do virus,
podendo constituir um método preliminar para sua
caracterizacdao molecular;

4. A técnica de Imunoprecipitagdo (IP-PTA-ELISA)
mostrou-se segura, eficiente e adequada para deteccao
do SgMV em plantas infectadas, podendo ser usada em
programas de indexacéo de sementes;
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5. Existe relacionamento soroldgico unilateral entre
CPSMV e SqMV, espécies virais do género Comovirus.
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