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Resuma A bucha Luffa cyllindrica (L.) Roem.)é uma trepadeira da familia das cucurbitaceas
cultivada especialmente pelas fibras do fruto sgae,tem varios usos principalmente como esfregao
de banho. Folhas de plantas apresentando mosai@@lanmo municipio de Baido foram coletadas
levadas para proceder a diagnose no laboratéribog@atologia da Embrapa Amazénia Oriental. Para
a identificacao do virus foi realizado o teste Eigjico PTA-ELISA onde se testou a amostra da bucha
contra os antissoros especificos p@acumber mosaic virugCMV), Watermelon mosaic virus
(WMV), Zucchini yellow mosaic viru&ZYMV) e Squash mosaic viruSMV). Extrato da folha da
bucha com mosaico reagiu positivamente com o antisto ZYMYV indicando se tratar de potyvirus..
Assim, a comprovacdo de que o mosaico da buchaigada por potyvirus foi feita via RT-PCR
utilizando primers especifico para o género. Al@arsdrologia foi realizada a purificacao parcial do
virus, extracdo de RNA viral seguido do RT-PCR outilezou o par de primers universal (WCIEN e
PV1) para espécies virais do género Potyvirus. Agdéisoforese para andlise do produto da RT-PCR
observou-se a presenca do fragmento de DNA do tamnasperado de aproximadamente $BO
confirmando a presenca de potyvirus. Plantas dbainfectadas podem servir de fonte de indculo

para outras plantas cultivadas como abdbora e @epin
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Introducao
O cultivo da buchal uffa cylindrica (L.) Roem.),pertencente a famili@ucurbitaceae vem
sendo cada vez mais frequiente devido as variasirasutke utiliza-la como produto final. Atualmente
a bucha vegetal é utilizada no setor cosméticoamm de limpeza doméstica, industria automotiva e

na construcao civil.
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Diversas doencas atacam espécies da familia dasb@aceas prejudicando a produtividade e
a qualidade do produto final. De acordo com Prceniid(1996), a incidéncia e a severidade dessas
doencas podem variar segundo a interagdo patéderspedeiro - vetor - meio ambiente. Os virus sao
um dos principais fitopatdgenos causadores de dseaq espécies da familzucurbitaceae Os
principais virus que atacam cucurbitaceas §a@umber mosaic virus EMV (Cucumovirus); os
Potyvirus Watermelon mosaic virupWMV), Zucchini yellow mosaic viru¢ZYMV) e Papaya
ringspot virus- PRSV, e o ComoviruSquash mosaic vir(SgMV) (KUROSAWA et al. 2005).

Todas as espécies de virus citadas acima séo ttalasnpor varias espécies de afideos exceto
0 SqMV que é transmitido por coledptero.

No municipio de Baido no estado do Para, foi olzgkrva presenca de plantas de bucha com
mosaico amarelo caracteristico de infec¢éo posviru

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificavious causal do mosaico da bucha.

Material e Métodos

As amostras coletadas de tecido foliar com sinteinad foram armazenadas em freezer -80°C.
A partir das folhas armazenadas procedeu-se aiqagdo parcial do virus seguido da extragdo de
acidos nucléicos e RT- PCR. Também foi realizadaoaulacdo em indicadoras de virus e teste
sorolégico PTA-ELISA.

O teste sorolégico de ELISA-PTA indireto foi realiio segundo protocolo ctMowal e
Dawson (1987). Extrato de bucha com virus foi thsteontra os antissoros SQMEMV e ZYMV.
Foram considerados resultados positivos 0s vaigoess ou superiores ao dobro da média das leituras

de absorbancia para os controles sadios (bucha) sadi

Para a purificacdo parcial foi utilizado o protacale Lane (1993). O virus parcialmente
purificado foi armazenado a 4°C.

Da preparacao purificada foi realizada a extragigaehoma viral (RNA Para 100ul de virus
purificado, adicionou-se 1Cul de agua, 5wl de tampé&o de extracdo (glicina a 0,2NaCl a 0,2M,
EDTA a 20 uM e pH 9,5), 2ul de SDS (20%) e 2,ul de proteinase K. Ap0s agitacdo a amostra foi
incubada a 37°C por 1h. Apés a incubacéo adicie®oum volume de fenol-cloroférmio e agitado por
30 segundos. Em seguida, submeteu-se a amostnérifugacao por 15 minutos a 13.000 rpm. A fase
aguosa foi transferida para um tubo fresco e adiciese 1/20 de volume (NaOAc (3M), pH 5,5 e

2,5 volume de alcool absoluto que foram misturagldacubados por 1 hora a -20°C. Apés esse
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periodo a amostra foi centrifugada por 30 minutd3#&00 rpm. O pellet foi lavado com 1mL de
alcool a 70% e centrifugado por 2 minutos. Depeise&co o pellet (RNA viral) fressuspendic com

20ul de agua estéril e estocado a -80°C.

Para a Transcricdo Reversa - Reagao da PolimaraSmadeia RT-PCR foi utilizado um par de
primer universal para potyvirus, PV1 (5’GATTTAGGTGACTATAGTTTTTTTT) e WCIEN
(5’ ATGGTTTGGTGVATYGARAAT 3’) que permite a amplifascdo de um fragmento de DNA de
cerca de 800 pb que abrange parte do gene queaceodiproteina da capa e regido nao traduzida.
Inicialmente foi feita a transcricdo reversa aipatb acido nucléico total para sintese do cDNA
utilizando o primer PV1. Em seguida, foi realizaxlteste de PCR e para isso foram utilizados 5ul do
cDNA, 6uL do tampéo de reacao 5X, 3uL de MgCI2 f24), 0,5uL de dNTP (10mM), 0,3 uL da
Tag DNA Polimerase, 0,5ul dos primers (PV1 e WCIENB4,7uL de agua ultra-pura. O ciclo
utilizado para o par de primer WCIEN e PV1 congiggm 30 minutos a 42 °C, 95 °C durante 5
minutos, 94 °C/2 minutos, 94 °C/30 segundos, 6@13Gegundos, 72 °C/55 segundos, 94 °C/30
segundos, 57 °C/45 segundos, 72 °C/55 segundd¥;/30 segundos, 54 °C/45 segundos, 72 °C/55
segundos, 35 ciclos de 94 °C/30 segundos, 54 °€#¥dGndos, 72 °C/55 segundos, e polimerizacao
final de 68 °C durante 7 minutos. Apés eletrofordsgroduto do PCR o gel de agarose (0,8%) corado
com GelRed foi fotodocumentado.

Resultados e Discusséo

No teste ELISA a amostra da bucha reagiu positivéneontra o anticorpo de ZYMV e
negativo para os demais anticorpos. A meédia dasrladiscias obtidas para as amostras sadias foi
0,294 e para as amostras de bucha infectada 0,@d#tamdo a presenca de virus do género potyvirus.
Para confirmar a espécie ZYMV que infecta a bu@ra sealizado o sequenciamento nucleotidico do
virus da bucha.

No teste de RT-PCR foi obtido o fragmento de DNA8@®pb, confirmando a presenca de
virus do génerdotyvirus Este fragmento de DNA sera sequenciado paraifidegéio da espécie
viral.

Plantas de bucha podem servir de fonte de ino@rn® qutras plantas cultivadas com abdbora e
pepino. Os pulgdes séo os insetos vetores dasiesécpotyvirus das cucurbitaceas.

Este foi o primeiro relato de potyvirus infectarmantas de bucha naturalmente no estado do

Para.
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Conclusao

O virus que infecta a bucha amostrada no munidipiBaido pertence ao género Potyvirus.
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