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LIMPEZA DO CABMYV (Cowpea aphid-borne mosaic) EM
MARACUJAZEIRO-DOCE (Passiflora alata Dryand.) COM
TERMOTERAPIA E ELETROTERAPIA

CLEANING OF CABMYV (Cowpea aphid-borne mosaic) IN SWEET
PASSION FRUIT (Passiflora alata Dryand) WITH THERMOTHERAPY
AND ELECTROTHERAPY

MILIOLI, Kelly.l
SECCO, Daiane.?
PETRY, Henrique Belmonte.?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi testar protocolo basico de termoterapia e eletroterapia, na
eliminacdo do virus CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus), e avaliar a eliminacao do
virus através do método de RT PCR em tempo-real, sobre as gemas de estacas contaminadas.
O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Urussanga-EPAGRI. O material vegetativo
utilizado foi obtido de matrizes cultivadas a campo. As estacas utilizadas foram cortadas com
auxilio de tesoura de poda, com trés nés (15 a 25 cm de comprimento). A termoterapia foi
realizada em banho-maria em duas temperaturas. Em 47,5° C, as estacas foram tratadas por 5
min, 20 min, 35 min e 50 min (e uma testemunha). Ja a 50°C, foram tratadas por 5 min, 10 min,
15 min e 20 min, além de uma testemunha. A eletroterapia foi realizada por 40 min, 50 min e
60 min, além de um tratamento testemunha. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC), com trés repeti¢fes por tratamento, e seis estacas por parcela.
Para a aplicacdo da eletroterapia, as estacas foram separadas por tratamentos e colocadas em
uma cuba de eletroforese, sob uma corrente elétrica de 100 mA, com uma solucdo de tampéo
TBE (Tris-Acido Bdrico 900 mM) em proporcédo de 10%. O plantio das estacas foi realizado
em 23 de maio de 2022, em tubetes contendo casca de arroz carbonizada. Foram mantidas em
ambiente protegido, com tela antiafideos, aluminet 50%, sob nebulizacdo intermitente (60 a
70% UR), por um periodo de 18 a 28 dias. Foi analisada a incidéncia do CABMYV a partir da
analise de RT-PCR em tempo real de gemas coletadas das estacas. Detec¢do do PCR: as
amplificacdes foram realizadas através do protocolo de RT-PCR em tempo real para a detec¢do
do CABMV em maracujazeiro. Utilizando o programa “Primer Express” desenharam-se 0sS
iniciadores e a sonda TagMan baseados na regido da CP do CABMV. As amplificacdes de PCR
foram realizadas em termociclador programado para 1 ciclo a 15 minutos, a 45 °C, seguido de
1 ciclos de 2 minutos a 95 °C, 40 ciclos a 15 segundos, a 95° C, com uma extensdo final de 45
segundos a 62° C. Os resultados do presente estudo demonstraram que em banho maria a 47,5°
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C teve limpeza do virus mais deve ser melhor estudado os tempos para uma melhor
sobrevivéncia das estacas, para a termoterapia a 50° C houve limpeza do virus em diferentes
tempos fazendo se assim uma alternativa para eliminacdo do virus do CABMV em
maracujazeiro, ja para os tratamentos feitos com eletroterapia ndo indicou limpeza das estacas
feito com corrente elétrica.

Palavras-chave: Eliminagéo de virus. Propagacdo vegetativa. PCR.

ABSTRACT

The objective of this work was to test a basic protocol of thermotherapy and electrotherapy, in
the elimination of the CABMV virus (Cowpea aphid-borne mosaic virus), and to evaluate the
elimination of the virus through the RT PCR method in real-time, on the buds of contaminated
cuttings . The study was carried out at the Urussanga-EPAGRI Experimental Station. The
vegetative material used was obtained from matrices cultivated in the field. The cuttings used
were cut with the aid of pruning shears, with three nodes (15 to 25 cm in length). Thermotherapy
was performed in a water bath at two temperatures. At 47.5° C, the cuttings were treated for 5
min, 20 min, 35 min and 50 min (and a control). At 50°C, they were treated for 5 min, 10 min,
15 min and 20 min, in addition to a control. Electrotherapy was performed for 40 min, 50 min
and 60 min, in addition to a control treatment. The experimental design used was completely
randomized (DIC), with three replications per treatment and six cuttings per plot. For the
application of electrotherapy, the cuttings were separated by treatments and placed in an
electrophoresis vat, under an electric current of 100 mA, with a TBE buffer solution (Tris-Boric
Acid 900 mM) in a proportion of 10%. The cuttings were planted on May 23, 2022, in tubes
containing carbonized rice husks. They were kept in a protected environment, with anti-aphid
screen, 50% aluminet, under intermittent nebulization (60 to 70% RH), for a period of 18 to 28
days. The incidence of CABMV was analyzed based on real-time RT-PCR analysis of buds
collected from cuttings. PCR detection: amplifications were performed using the real-time RT-
PCR protocol for the detection of CABMV in passion fruit. Using the “Primer Express”
program, primers and the TagMan probe were designed based on the CP region of CABMV.
PCR amplifications were performed in a thermal cycler programmed for 1 cycle at 15 minutes
at 45 °C, followed by 1 cycle of 2 minutes at 95 °C, 40 cycles at 15 seconds at 95 °C, with a
final extension of 45 seconds at 62° C. The results of the present study demonstrated that in a
water bath at 47.5° C the virus was cleaned, but the times for better survival of the cuttings
should be better studied, for thermotherapy at 50° C there was cleaning of the viruses at
different times, thus becoming an alternative for eliminating the CABMV virus in passion fruit,
as for treatments carried out with electrotherapy, it did not indicate cleaning of the cuttings with
electric current.

Keywords: Virus elimination. Vegetative propagation. PCR.

1. INTRODUCAO

As plantas pertencentes ao género Passiflora, da familia Passifloraceae, séo

reconhecidas como maracujazeiros. E um género bastante diversificado, com cerca de 520



espécies distribuidas principalmente nas Américas (CERQUEIRA — SILVA et al., 2014). O
maracuja é produzido em todos os estados brasileiros (PETRY et al., 2018). A area plantada no
Brasil, no ano de 2020, foi de 46,500 hectares, e a producdo total estimada em 690.364
toneladas, com um rendimento médio de 14.867 kg ha, onde teve aproximadamente R$ 1,3
bilhGes de reais no valor da produgéo (IBGE; EMBRAPA, 2020).

O maracuja é uma fruta de clima tropical podendo ser consumida in natura como
também em polpa concentrada, utilizada como base para sucos (LINDEN, 2007). As espécies
predominantes no Brasil sdo Passiflora edulis conhecido como maracuja-azedo sendo
responsavel por mais de 80% da producdo mundial da fruta e o Passiflora alata o maracuja-
doce. No Brasil, mais de 95% das lavouras comerciais sao representadas por pomares de
maracujazeiros-azedo devido a qualidade dos frutos, vigor, produtividade e rendimento de suco
dos frutos (MELETTI, 2011).

A propagacédo do maracujazeiro pode ser feita de forma sexuada, por meio de sementes,
sendo a mais utilizada na producgdo de novas mudas da espécie, por sua facilidade de producéo
(OLIVEIRA JUNIOR et.al., 2010). No entanto, sdo comuns relatos de desuniformidade na
formacdo do estande, devido a fatores associados a baixa germinacdo, além de possivel
dorméncia, que dificulta a formagéo de mudas uniformes e de qualidade (PEREIRA; DIAS,
2000).

Também pode ser feita de forma assexuada ou vegetativa, pela utilizacdo de estaquias,
enxertias ou culturas de tecidos. A propagacdo assexuada baseia-se na reproducdo de extratos
vegetais a partir de plantas, a fim de obter material genético de alta qualidade, como a planta-
mde, pois ndo ocorre modificacdo genética, devido ao uso de fragmentos vegetativos como
caules, folhas ou raizes (FERRARI et al., 2004). A propagacao vegetativa a partir da clonagem
de matrizes selecionadas promove a producdo de plantas precoces e produtivas, com alta
uniformidade e frutos de alta qualidade (RIBEIRO, 2006).

Uma das limitacOes da propagacéo vegetativa por estaquia ou enxertia em maracujazeiro
é a disseminacéo de doencas etioldgicas virais, principalmente a doenca do endurecimento dos
frutos, causada pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (NASCIMENTO et al.,
2004), é uma das mais importantes doengas do maracujazeiro, sendo transmitida por pulgdes
(afideos), ferramentas de poda e mudas contaminadas. O virus se espalhou amplamente pelo
pais, causando sérios problemas de produtividade e qualidade dos frutos (RIBEIRO, 2006).

Os sintomas desta virose em maracujazeiro incluem deformacgdo, endurecimento e
espessamento do pericarpo dos frutos, manifestando-se como redugdo do tamanho, baixo

rendimento de polpa e redugdo do nimero de sementes. Os sintomas foliares sdo induzidos



antes da produgdo dos frutos e podem se manifestar como manchas cloréticas, mosaicos,
formacdo de bolhas, deformagfes e reducdo da &rea foliar. O virus também prejudica o
desenvolvimento da planta, resultando em crescimento reduzido devido ao encurtamento dos
entrenos (COLARICCIO et al., 2018).

Assim, o processo de limpeza clonal é utilizado em diversas espécies vegetais
propagadas vegetativamente, como citros, macd, morango, abacate, cana-de-agucar, entre
outros, para eliminar patdégenos do material propagado vegetativamente (ANDRADE et al.,
2010). O objetivo é desenvolver mudas saudaveis, livres de doengas (principalmente virus), que
sejam mais produtivas no campo, vivam mais e possam ser distribuidas em viveiros como
substratos sem o risco de disseminacgdo de patdgenos para outras areas. Existem varias maneiras
de eliminar o virus, sendo as mais comuns a cultura de ponta de broto, microenxertia,
quimioterapia, crioterapia, termoterapia e eletroterapia (ANDRADE et al., 2010, BADARAU
et al., 2014; RIBEIRO, 2006; SOUZA, 2019).

Segundo Vieira (2015) a eletroterapia € um método de tratamento baseado na aplicacdo
de corrente elétrica ou campos magnéticos em um tecido vegetal ou sementes. Com a utilizagéo
deste método muitos resultados positivos foram alcancados em termos de restauracdo do vigor
das sementes, estimulagéo do crescimento e resisténcia a pragas.

Os métodos baseados em termoterapia podem ser utilizados em tecido vegetal que sdo
tratadas termicamente e depois submetidas a um determinado procedimento. Em geral, quanto
maior a temperatura e quanto maior a duracdo da exposi¢do, maior é a frequéncia de erradicacdo
do virus. A escolha de um regime de termoterapia deve permitir que a planta tratada sobreviva
e a0 mesmo tempo inative o virus, resultando na producédo de plantas livres de virus (WANG
etal., 2018).

No entanto, estudos que relatam a real eficiéncia da termoterapia e eletroterapia para
eliminacdo de virus em maracujazeiro-doce sdo escassos na literatura. Existem apenas relatos
de estudos de termoterapia ex vitro em maracujazeiro-azedo.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi testar protocolo basico de termoterapia e
eletroterapia, na eliminacdo do virus CABMYV (Cowpea aphid-borne mosaic virus), e avaliar
a eliminacdo do virus através do método de RT PCR em tempo-real, sobre as gemas de

estacas contaminadas.

2. MATERIAL E METODOS



O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Urussanga — EEUr da Empresa de
Pesquisa Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina — EPAGRI, localizada nas
coordenadas geograficas (-28°32°01,36” S, -49°18” 57,54” W ¢ altitude de 50 m), Santa
Catarina. O material vegetativo utilizado foi obtido de matrizes cultivadas a campo com alta
incidéncia do endurecimento-dos-frutos do maracujazeiro (VEFM). As estacas utilizadas foram
cortadas com auxilio de tesoura de poda, com trés nds (15 a 25 cm de comprimento), para as
estacas tratadas com termoterapia foram mantidas a ultima folha apical com reducéo de 80%
da area foliar. As estacas tratadas com eletroterapia tiveram retiradas todas suas folhas.
Imediatamente apos a retirada e a eliminagdo do excesso de folhas, as estacas foram colocadas
dentro de um saco pléstico, com um jornal umedecido para manter a umidade e evitar a
desidratacdo das estacas.

A termoterapia foi realizada em banho-maria em duas temperaturas. Em 47,5° C, as
estacas foram tratadas por 5 min, 20 min, 35 min e 50 min (e uma testemunha). Jaa 50°C, foram
tratadas por 5 min, 10 min, 15 min e 20 min, além de uma testemunha. A eletroterapia foi
realizada por 40 min, 50 min e 60 min, além de um tratamento testemunha. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com trés repeti¢Ges por tratamento,
e seis estacas por parcela.

Para a aplicacdo da eletroterapia, as estacas foram separadas por tratamentos e colocadas
em uma cuba de eletroforese (tamanho 30 x 22 x 5,5 cm), sob uma corrente elétrica de 100 mA,
com uma solucdo de tamp&o TBE (Tris-Acido Bérico 900 mM) em proporcéo de 10%.

O plantio das estacas foi realizado em 23 de maio de 2022, em tubetes contendo casca
de arroz carbonizada, com um corte horizontal na base e em bisel na extremidade superior.
Posteriormente, foram mantidas em ambiente protegido, com tela antiafideos, aluminet 50%,
sob nebulizacdo intermitente (60 a 70% UR), por um periodo de 18 a 28 dias para que houvesse
uma diminuicdo da evapotranspiracdo das estacas.

Foram avaliados a porcentagem de sobrevivéncia (PS), porcentagem de estacas com
gemas (PEG), numeros de gemas por estacas (NGE), porcentagem de estacas calejadas (PEC),
porcentagem de estacas enraizadas (PER) e porcentagem de estacas positivas (PEP).

A avaliagdo dos experimentos de termoterapia da PS, PEG, NGE, PEC e PER foram
feitas aos 18 dias ap0s o plantio. Nos experimentos de eletroterapia, o PS, PEG, NGE, PEC e
PER foram feitos aos 28 dias apds o plantio.

A verificacdo do PEC e PER foi realizada apds o arranquio. Foram realizadas duas

aplicacdes nas estacas com 0leo de Neem/Decis e Niphokam apos 15 dias.



Foi analisada a incidéncia do CABMV a partir da analise de de RT-PCR em tempo real
de gemas coletadas das estacas sobreviventes de cada tratamento. A coleta foi realizada aos 28
dias ap06s o plantio para o experimento de eletroterapia e aos 18 dias nos experimentos de
termoterapia. As gemas de cada estaca foram coletadas separadamente, identificadas e
armazenadas em tubo eppendorf a uma temperatura de -23° C. As anélises foram realizadas no
Laboratdrio de Virologia Vegetal no departamento de Fitossanidade da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul — UFRGS.

As amostras foram extraidas com a adicdo de 100 microlitros (ul) do tampéao PBS por
amostra (eppendorf), seguido do esmagamento das gemas com o auxilio de uma ponteira de
micropipeta. Outros eppendorfs foram identificados e adicionado 495 pl do mesmo tampéo
PBS com auxilio de uma micropipeta, logo apds as gemas serem esmagadas foi colocado 0,5pl
da mistura da gema esmagada com o tampdo no eppendorf correspondente que continha os
495l e levado para congelar. Apds 24 horas as amostras foram descongeladas para o preparo
da PCR.

Deteccao: as amplificacGes foram realizadas através do protocolo de RT-PCR em tempo
real para a deteccdo do CABMV em maracujazeiro. Utilizando o programa “Primer Express”
desenharam-se os iniciadores e a sonda TagMan baseados na regido da CP do CABMYV, foram
realizados utilizando o master mix AgPath-ID™ One Step RT-PCR, 0,2 uM de cada iniciador
e 0,1uM de sonda em volume final de 10 pl (8pl master mix e 2 pul amostra). As amplificagdes
de PCR foram realizadas em termociclador programado para 1 ciclo a 15 minutos, a 45 °C,
seguido de 1 ciclo de 2 minutos a 95 °C, 40 ciclos a 15 segundos, a 95° C, com uma extensao
final de 45 segundos a 62° C.

Os dados foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas através do teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, com auxilio do software

computacional SigmaPlot 12.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento com termoterapia realizado a 47,5 °C, observou-se na andlise de
variancia que para as médias de porcentagem de sobrevivéncia (PS), porcentagem de estacas
calejadas (PEC), houve diferencas significativas entre os tratamentos (Grafico 1 e 2). Para as

médias da porcentagem de estacas com gemas (PEG), numero de gemas por estaca (NGE),
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porcentagem de estacas enraizadas (PER) e porcentagem de estacas positivas (PEP), nédo
apresentaram diferenca estatistica.

Os resultados obtidos pelo acompanhamento de sobrevivéncia da termoterapia a 47,5
°C estdo apresentados no (Grafico 1). Os tratamentos que tiveram diferenca significativa foram
0 T1 (testemunha) e T2 (47,5 °C) se diferiram do tratamento T5 (47,5 °C a 50 min), T1
(testemunha) néo se diferiu significativamente do T2 (5 min), do T3 (20 min) e do T4 (35 min).

Grafico 1: Médias da porcentagem de sobrevivéncia a 47,5 °C com termoterapia em estacas
de maracujazeiro-doce (Passiflora alata) ao final dos 18 dias de avaliagdo. Urussanga-SC,
2022.
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Fonte: Do autor (2022).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal- Wallis (p<0,05).

O tratamento T1 testemunha e T2 (5 min) apresentaram 100% de sobrevivéncia aos 18
dias apos o plantio, 0 T3 (20 min) apresentou 44,4%, o tratamento T4 (35 min) apresentou 11%
de sobrevivéncia, enquanto o tratamento T5 (50 min) teve 0% de sobrevivéncia ao final dos 18
dias, fazendo se assim que estacas de maracujazeiro-doce suportam temperatura como de 47,5
°C mais ndo por longos periodos de tempo.

As avaliacOes da PEG aos 18 dias ndo revelaram diferencas significativas entre os
tratamentos. A media geral do indice foi igual a 48,6% de estacas com gemas entre 0s
tratamentos T1, T2, T3 e T4, para o tratamento T5 (50 min) a média de estacas com gemas foi
de 0%. As estacas mortas apresentavam-se necrosadas, com coloragdo marrom e

frequentemente atacados por fungos. Salomao et al. (2002) com estudos feitos por estaquia em
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maracujazeiro doce e amarelo notaram em Vvérias estacas apicais do maracujazeiro-doce,
observaram podriddo-aquosa, iniciando indistintamente pela base ou pelo &pice, mas a causa
ndo foi identificada. Embora se tenha suspeitado de excesso de umidade associado a baixa
luminosidade, isso pareceu pouco provavel, uma vez que o problema néo foi observado nos
demais tipos de estaca.

Os tratamentos n&o influenciaram significativamente o aparecimento de gemas
adventicias com média geral do indice igual a 0,8 de niUmero de gemas por estacas.

O indice de estacas calejadas apresentou diferenca significativa (Grafico 2), o
tratamento T1 apresentou uma média de 72% de estacas que apresentaram calos ao final de 18
dias de avaliagdo com maior média, o tratamento T2 apresentou média de 67% de estacas
calejadas, seguida pelo tratamento T3 com média de 42%. J& no tratamento T4 e T5, obteve-se
menor porcentagem de estacas calejadas com 0%.

Gréfico 2: Médias da porcentagem de estacas calejadas em temperatura de 47,5 °C em estacas
de maracujazeiro-doce (Passiflora alata) com avaliagcdo ao final dos 18 dias ap6s o plantio.
Urussanga-SC, 2022.
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Fonte: Do autor (2022).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal- Wallis (p<0,05).

Para a porcentagem de estacas enraizadas os tratamentos n&o influenciaram
significativamente apresentam assim médias de 0% de estacas enraizadas.

Em relacédo a porcentagem de estacas positivas (PEP) feito com o RT-PCR em tempo
real, o tratamento T1 testemunha obteve 100% das gemas contaminadas com o0 virus, 0
tratamento T2 (47,5 °C a 5 min) apresentou apenas 72% de gemas positivas detectadas pelo

PCR, fazendo se assim que 47,5 °C a 5 min pode ser significativo na limpeza do virus, o T3



12

obteve 100% de gemas contaminadas na segunda repeticdo com apenas duas gemas avaliadas
as demais repeticOes do tratamento T3 ndo obteve gemas para serem avaliadas, os tratamentos
T4 e T5 ndo obtiveram estacas com gemas, assim ndo podendo ser feito a analises das gemas
com deteccdo do PCR. Em vista disso, deve ser estudado que estacas de maracujazeiro-doce
podem sobreviver a longos periodos em banho maria a 47,5 °C, mas ndo inibem as brotaces.
Portanto, os métodos de termoterapia devem ser aprimorados estudando os efeitos do tamanho
e da idade das estacas, do tempo de exposicao e da temperatura para assegurar a limpeza clonal
da matriz.

No experimento com termoterapia a 50 °C, verificou-se que na anélise de variancia entre
0s tratamentos para as medias de PS, PEG, NGE e PER, ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos, e para as médias de PEC e PEP, indicou diferenca significativa entre os
tratamentos. Embora a termoterapia para limpeza clonal de plantas seja usada principalmente
em conjunto com outras técnicas, também sdo comuns relatos de mudas livres de patdégenos
obtidas ap6s o tratamento. Os viveiros de cravos do sul de Franca submetem as suas plantulas
para a ser tratado numa estufa a 40°C durante um més, a fim de produzir plantulas saudaveis
(ANDRADE et al., 2010).

Para a porcentagem de sobrevivéncia com 50 °C a média foi de 96% de sobrevivéncia.
A vantagem dessa metodologia, além de ser mais barata, € que apresenta maior indice de
sobrevivéncia apds o tratamento (KRIZAN; ONDRUSKOVA, 2009). Com relagéo ao indice
de estacas com gemas a média foi de 54%. O resultado da avaliacdo de niumero de gemas foi
de 1 gema por estaca.

As avaliagOes das estacas calejadas aos 18 dias revelaram diferencas significativas entre
os tratamentos (Grafico 3). O tratamento T3 (50°C a 10 min) apresentou 83% de estacas
calejadas ao final de 18 dias de avaliacdo com maior média, que se diferenciou do tratamento
T4 (50°C a 15 min), que obteve menor porcentagem de calos com 22%. O tratamento T1

(testemunha) ndo se diferenciou dos demais tratamentos.

Graéfico 3: Médias de porcentagem de estacas calejadas com tratamento de termoterapia a 50°
C, em propagacéo do tipo estaquia em maracujazeiro-doce (Passiflora alata), com avaliagdes

ao final dos 18 dias apo6s o plantio. Urussanga-SC, 2022.
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Fonte: Do autor (2022).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal- Wallis (p<0,05).

Em relacdo porcentagem de estacas enraizadas em termoterapia a 50°C também n&o se
obteve resultados, apresentando-se assim media de 0%. Salomdo et al. (2002) realizaram
estaquia em maracujazeiro-amarelo e maracujazeiro-doce em camara de nebulizacdo com a
utilizacdo de estacas mediada e basal permitiu obter porcentagens de enraizamento que
variaram de 93 a 96%, em 50 dias, nas duas espécies. No presente estudo podemos notar que a
ndo obtencdo de enraizamento nas estacas foi a questdo de numero de dias que as estacas
ficaram implantadas nos tubetes, comparado esse trabalho que mais dias tiveram para a
obtencdo do enraizamento das estacas.

Para o PCR porcentagem de estacas positivas (Grafico 4), os tratamentos se
diferenciaram significativamente, para o tratamento T1 (testemunha), ndo houve nenhuma
estaca com gemas limpas, para o tratamento T2 a média foi de apenas 68% de estacas positivas,
0 T3 teve média de 58%, T4 com 75% e o T5 com média de 33%. Para essa variavel de
porcentagem de estacas positivas devemos levar em consideracdo o nimero de gemas avaliadas
por tratamento, a termoterapia a 50 °C pode ser viavel para a limpeza de virus, mais devemos
observar, dias do aparecimento das gemas e ter maior uniformidade de estacas brotadas para

maiores analises possiveis das gemas que surgirem.

Grafico 4: Médias de porcentagem de estacas positivas andlises feito com PCR em tempo real
em estacas de maracujazeiro-doce (Passiflora alata) tratadas com termoterapia a 50° C.
Urussanga-SC, 2022.
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Fonte: Do autor (2022).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal- Wallis (p<0,05).

Um estudo desenvolvido para limpeza clonal em Damasco mostrou que o tratamento
com fotoperiodo de 16 horas de 37 °C na luz e 35 °C escuro por 45 dias foi suficiente para obter
mudas livres de virus. A vantagem desse método, além de ser mais barata, tem uma
porcentagem maior de sobrevivéncia apds o tratamento (KRIZAN e ONDRUSKOVA, 2009).

Andrade et al. (2010) desenvolveram estudos para 0 uso de termoterapia ex vitro em
maracujazeiro-azedo para a eliminacdo do virus-do-endurecimento-dos-frutos e concluiram que
que 0 maracujazeiro ex vitro pode indicar uma diminuicdo na quantidade do inéculo do virus
pela termoterapia, apesar da limpeza clonal ndo ter sido totalmente efetiva.

A hipétese relativa a eficacia da termoterapia especulam gue a replicacéo viral € inibida
em temperaturas subletais em plantas, mas que a atividade metabolica viral é interrompida em
temperaturas acima de 40°C, mas pode ser recuperada pelas plantas hospedeiras. Por outro lado,
alguns autores argumentam que o movimento de particulas virais em plantas infectadas é
reduzido. Contudo, os pesquisadores estdo avaliando a hipotese de que a termoterapia reduz a
infeccdo e altera a translocacgéo viral, seja por meio do silenciamento de RNA ou afetando as
relagbes planta-virus para reduzir a infeccdo em brotos produzidos durante o tratamento
(PANATTONI e TRIOLO, 2010).

Portanto, é necessario melhorar os tratamentos de termoterapia, examinando os efeitos
do tamanho e da idade das estacas, do tempo de exposi¢édo e da temperatura para assegurar a
limpeza clonal da matriz. Além disso, é necessario avaliar a eficacia da termoterapia em
combinagdo com outras técnicas, tais como a enxertia dos apices caulinares de plantas tratadas

ou a propagacdo por estacas de plantulas tratadas. Também podem ser associadas técnicas de
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propagacao de tecido meristematico e pontas de caule para multiplicacdo de brotagdes. Apds o
desenvolvimento das plantulas, devem ser realizados novos indicadores para confirmar a
limpeza clonal eficaz destas plantas, bem como RT-PCR (RT-PCR em tempo real) para
monitorar a expressao dos sintomas e quantificar a presenca do virus (ANDRADE et al., 2010).

Para avaliag0es no experimento de eletroterapia aos 28 dias néo revelaram diferencas
significativas entre os tratamentos. A média geral do indice de porcentagem de sobrevivéncia
(PS), foi de 73% de estacas vivas.

Os tratamentos ndo influenciaram significativamente a porcentagem de estaca com
gemas, com um valor médio de 38%. Com relacdo ao nimero de gemas por estacas a media
geral do indice foi igual a 1,3, neste estudo foi observado que os tratamentos com eletroterapia
apresentaram menor (NGE) em relacdo a testemunha. Lima et al. (2009), com estudos de
concentracdes de AIB em estacas de Passiflora edulis, notou se que a testemunha apresentou
maior nimero em relacdo aos outros tratamentos. Demostrando assim que estacas de
maracujazeiros ndo sao influenciadas com algum tipo de tratamento para a inducéo de gemas e
brotacdes.

Em relacdo a porcentagem de estacas calejadas a média foi de 15,8 %, nessa variavel a
testemunha obteve maior média de PEC, mas ndo apresentou diferenca em relagéo aos outros
tratamentos. Lima et al. (2009), também notou em seu trabalho que estacas sem concentracdes
de reguladores de crescimento tiveram maior porcentagem de estacas com calos.

Para a porcentagem de estacas enraizadas ndo se obtiveram estacas enraizadas ficando
com 0% de enraizamento em todos os tratamentos. Em qualquer caso, este tipo de estudo s
deve ser utilizado se for possivel detectar a limpeza de qualquer virus que possa prejudicar as
mudas do maracujazeiro a campo e aumentar a taxa de enraizamento. Da mesma forma, Fabro
et al. (2021) demonstraram em seu trabalho que estacas de maracujazeiro que o uso de AIB nédo
influéncia para a porcentagem de enraizamento. Podemos notar que estacas de maracujazeiro-
doce (Passiflora alata) ndo se adapta a qualquer tipo de tratamentos para a formacao de novas
mudas atraves de estaca.

Para a porcentagem de estacas positivas feita com o PCR em tempo real a média foi de
100% das estacas positivas. O sucesso da eletroterapia na producéo de plantas livres de virus
depende da velocidade com que a planta se reproduz e do proximo passo no desenvolvimento
da planta. Normalmente, esse indicador depende de vérios fatores, incluindo genotipo, estado
fisiolégico das estacas. Os pulsos elétricos também foram relatados para estimular a
diferenciacédo de plantas (BADARAU et al., 2014).
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Estudos feitos por Badarau et al. (2014) testou os efeitos eletroterapicos em plantulas
de batatas, para eliminacdo do pvx, resultou na eliminacdo parcial do virus com tratamentos de
100 mA por 10-20 minutos, os pulsos elétricos tambem séo relatados como estimulantes da
diferenciacédo de plantas in vitro, com isso mostra que a taxa de multiplicacdo dos explantes in
vitro € influenciada pelo tratamento eletroterapico e depende da intensidade da corrente elétrica.

Singh et al. (2021) relataram em estudos feitos com eletroterapia in vitro para a
eliminacdo de BBTV em bananeira, uma eliminacdo completa do BBTV pode ser alcancada
apos uma exposicdo de 100 mA de corrente elétrica por 60 minutos aplicada as culturas de
banana foi suficiente para gerar propagulos livre de virus com a confirmacéo via PCR.

Da mesma forma Bayat et al. (2011) em estudos para a eliminagdo do Grapevine virus
A (GVA) por crioterapia e eletroterapia em estacas de videira, as estacas expostas a correntes
elétricas de 0, 10, 20 e 30 mA por 10 ou 15 min, ndo houve eliminac¢do do virus em nenhum
dos tratamentos, enquanto que apds 15 minutos de exposicdo a 20 e 30 mA, 20% e 40% das
plantulas ficaram livres de GVA, respectivamente.

Estudos anteriores mostraram que a exposicdo de tecidos vegetais a eletricidade
aumenta a temperatura dentro das células e que a extensdo desse incremento depende de
condicBes como idade, volume, potencial hidrico, espessura do tecido e constituicdo celular. A
desnaturacao da porcao proteica das particulas virais pode ocorrer pelo aumento da temperatura
das células e pode envolver também proteinas vegetais normais, incluindo componentes que
s&o influentes no crescimento e regeneracéo das plantas (GONZALEZ et al., 2006).

Cerqueira-Silva et al. (2012) compararam a eficiéncia de quatro variaveis patologicas
que podem ser utilizadas para identificar populacdes de maracujazeiro com altos niveis de
resisténcia e suscetibilidade ao CABMYV. Estudos quantitativos de carga viral por PCR em
tempo real podem ser outro método confiavel em programas de melhoramento para selecionar
variedades resistentes a virus. O protocolo de RT-PCR atualmente desenvolvido pode ser
utilizado em estudos epidemiol6gicos desses virus, especialmente na genética e melhoramento

de maracujazeiros, para melhorar a tolerancia das plantas ao CABMV.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados observados no presente trabalho levam a concluséo de que os tratamentos

de termoterapia aplicados com 47,5° C e 50° C resultaram em provavel limpeza clonal de
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CABMYV nas novas gemas formadas. A termoterapia aplicada em estacas bem desenvolvidas,
é uma alternativa metodoldgica, mais simples e mais barata que a eletroterapia.

A eletroterapia ndo demonstrou ser eficaz para a limpeza do virus do CABMV em
maracujazeiro-doce, devendo-se assim estudar os efeitos da corrente elétrica e tempo de
exposicao nesse tipo de técnica.

Sendo assim, conclui-se que a associacao de altas temperaturas a menores tempos pode
sim se tornar uma opcdo favoravel, pois, obtém-se bons resultados no crescimento e
desenvolvimento das plantas bem como nos fatores relacionados a limpeza do virus. No
entanto, os efeitos benéficos da combinacdo tratamento térmico e tempo ndo podem ser

generalizados.
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