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RESUMO

O cultivo da oliveira (Olea europaea L.), planta arborea responsavel pela
producdo de azeitonas e do azeite de oliva, vem crescendo no Rio Grande do Sul. Tendo
em vista a auséncia de técnicas moleculares validadas e de um programa de certificacao,
no Brasil, que garanta a qualidade fitossanitaria do material propagado, neste trabalho
foram desenvolvidos e validados protocolos de RT-PCR e PCR em tempo real para
deteccdo dos principais patdgenos da oliveira transmitidos através do material
propagativo. Foram desenhados iniciadores e sondas TagMan para a detec¢do dos virus
ArMV, CLRV, CMV, SLRSV e OLYaV, utilizando sequencias do GenBank e o
programa Primer Express. Para as bactérias Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
(Pss) e Xylella fastidiosa subsp. pauca (Xfp), e para fitoplasmas, foram utilizados
iniciadores e sondas TagMan descritos na literatura. Estes marcadores e protocolos
foram validados, avaliando os parametros de sensibilidade, especificidade, acurécia,
ciclo de corte, limite de deteccdo (LD), repetitividade e reprodutibilidade segundo
recomendagdes da “European and Mediterranean Plant Protection Organization”
(EPPO). A determinacdo da prevaléncia dos patdgenos foi realizada a partir da analise
de plantas de um viveiro e plantio comerciais, nos cultivares Arbequina, Arbosana,
Koroneiki, Picual, Frantoio e Coratina. Os resultados demonstraram, de modo geral,
bom estado sanitario das plantas, com resultado negativo para todas as plantas frente a
Xfp, Pss, ArMV, CMV, CLRV e SLRSV. A analise de fitoplasmas revelou a presenca
em 0,75% das amostras de viveiro, com resultados positivos em plantas dos cvs.
Arbequina, Picual e Coratina. O virus OLYaV, foi detectado em 100% das plantas da
cv. Coratina, tanto no viveiro quanto no plantio comercial. Este é o primeiro relato da
presenca de virus em plantas de oliveiras no Brasil. O desenvolvimento e validacdo de
técnicas de deteccdo é uma importante ferramenta que permitird a multiplicacdo de
material vegetal livre dos principais patdgenos do cultivo, além de fornecer subsidios
para a implementacdo de um programa oficial de certificacdo de qualidade sanitaria das
mudas de oliveira.

Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (83f.) Agosto, 2020.
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ABSTRACT

The cultivation of the olive tree (Olea europaea L.), a tree plant responsible
for the production of olives and olive oil, has been growing in Rio Grande do Sul. In
view of the absence of validated molecular techniques and a certification program in
Brazil, which guarantees the phytosanitary quality of the propagated material, in this
work RT-PCR and PCR protocols were developed and validated in real time to detect
the main pathogens of the olive tree transmitted through the propagating material.
Primers and probes TagMan were designed to detect ArMV, CLRV, CMV, SLRSV and
OLYaV viruses, using GenBank sequences and using the Primer Express program. For
bacteria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) and Xylella fastidiosa subsp.
pauca (Xfp), and for phytoplasmas, primers and probes TagMan described in the
literature were used. These markers and protocols were validated, evaluating the
parameters of sensitivity, specificity, accuracy, cutting cycle, detection limit (LD),
repeatability and reproducibility according to recommendations of the “European and
Mediterranean Plant Protection Organization” (EPPO). The determination of the
prevalence of pathogens was carried out from the analysis of plants from a commercial
nursery and planting, in the cultivars Arbequina, Arbosana, Koroneiki, Picual, Frantoio
and Coratina. The results showed, in general, a good sanitary condition of the plants,
with a negative result for all plants in relation to Xfp, Pss, ArMV, CMV, CLRV and
SLRSV. Phytoplasma analysis revealed the presence in 0.75% of the nursery samples,
with positive results in cvs plants. Arbequina, Picual and Coratina. The OLYaV virus
was detected in 100% of cv. Coratina, both in the nursery and in commercial planting.
This is the first report of the presence of viruses in olive plants in Brazil. The
development and validation of detection techniques is an important tool that will allow
the multiplication of plant material free of the main pathogens of cultivation, in addition
to providing subsidies for the implementation of an official program for the certification
of sanitary quality of olive seedlings.

IMaster Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (83p.) August, 2020.
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1 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) é uma especie arborea originaria de paises do
Mediterraneo. Sua importancia esta além dos seus produtos (azeitona e azeite de oliva),
mas também relacionado a fatores historicos biblicos e da cultura regional de diversos
paises. Além disso, o0 consumo do azeite de oliva e de azeitonas traz diversos beneficios
a saude humana e animal, tornando uma opcao atrativa para a diversificacdo de culturas.

No Brasil, a area cultivada é considerada pequena quando comparada ao
potencial de expansdo de terras cultivdveis e a demanda pelo produto no mercado
brasileiro. O Rio Grande do Sul é o estado com maior expressividade no plantio de
oliveiras. A cada ano, aumenta a procura por material propagativo da cultura e o plantio
em novas areas, principalmente, em pequenas propriedades ou areas ndo propicias aos
cultivos de culturas tradicionais.

O material vegetal contaminado pode servir como fonte de in6culo para
disseminar patdgenos entre paises e continentes. O Brasil ndo possui um programa de
certificacdo de mudas de oliveira, 0 que ndo garante a producdo e a introducdo de
material vegetal de qualidade livre de patdgenos a cultura. Consequentemente, ndo ha
conhecimento do estado sanitario das plantas ja cultivadas no pais. A oliveira pode ser
afetada por uma série de patogenos, tais como virus, bactérias e fitoplasmas, que
causam doencas conhecidas, infeccdes latentes e outras de etiologia ainda desconhecida.
Muitas destas causam sintomas indefinidos, outras assemelham-se a problemas
nutricionais ou a fatores climaticos, o que dificulta o diagnostico visual, tornando
indispensavel o uso de técnicas avancadas para detecgdo de patdgenos.

A auséncia de analises eficientes, precisas e confiaveis para a deteccdo e
diagnose de patdgenos transmitidos por material propagativo da oliveira coloca em risco
toda a cadeia produtiva, ja que o material € propagado sem conhecimento do seu estado

sanitario. A deteccdo destes patdgenos, principalmente, dos virus, requer estas analises



mais sensiveis, devido a dificuldade na visualiza¢do dos sintomas nas mudas, associado
a complexidade bioldgica destes patdgenos em interacdo com as plantas. O avanco das
técnicas de andlise tem evoluido ao longo dos anos e recentemente o uso de técnicas
moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em suas versdes
convencional, em tempo real (PCR) e transcriptase reversa (RT-PCR), tem se mostrado
uma ferramenta imprescindivel a ser inserida nos principais programas de certificacéo.

A aplicacao de novas técnicas e o desenvolvimento de protocolos de deteccdo de
patdgenos em oliveiras baseados na técnica da PCR, apesar de geralmente mencionada
como sensivel e especifica, necessita do estudo de alguns parametros de desempenho,
de forma a garantir a confiabilidade e a preciséo dos resultados obtidos. A validacdo e
ou verificacdo dos desempenhos é um estudo experimental e documentado que objetiva
avaliar se o procedimento analitico adotado, incluindo todo o processo e estruturacdo
para analise, é adequado a finalidade proposta, colaborando na certeza dos resultados
obtidos. Além disso, para a implementacdo de um programa de certificacdo de mudas de
oliveiras no Brasil é preciso certificar-se da eficiéncia dos métodos e fundamentos das
técnicas para que estes possam ser aplicados por institutos de pesquisa e laboratdrios de
analise com a mesma confiabilidade.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi desenvolver, validar e ou
verificar protocolos de RT-PCR e PCR em tempo real para detec¢do de virus, bactérias
e fitoplasmas que afetam a cultura da oliveira. Também analisar o material propagativo
de oliveiras, provenientes de viveiro comercial, possibilitando a multiplicagdo exclusiva
de material livre de patdgenos, gerar conhecimentos e informacdes necessarias para o

manejo e controle das doencas causadas por estes patdgenos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O cultivo da oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) € uma das mais antigas espécies arboreas
cultivadas no mundo. E uma planta angiosperma dicotiledénea da familia Oleaceae,
com porte arbéreo e adaptada ao clima mediterraneo. Como possui uma estrutura
xerofitica, desenvolve-se bem em diversos ambientes, incluindo verdes quentes, longos
e secos, com baixos indices pluviométricos. Atualmente, é cultivada no sul da Europa,
principalmente nos paises mediterraneos como Portugal, Espanha, Franca, Italia e
Grécia, norte da Africa, América do Norte e América do Sul, além de alguns paises da
Asia (Villa, 2007; Filippini-Alba et al., 2014). De acordo com dados do conselho
oleicola internacional (IOC, 2020), a é&rea total cultiva com oliveiras no mundo
ultrapassa os 12 milhdes de hectares, estimando para safra 2019/20 uma producdo acima
dos 2,9 milhdes de toneladas, sendo a Espanha o maior produtor (Tabela 1). Deste total,
10% s&o destinados a comercializacdo de azeitonas de mesa e 90% para a producéo de
azeite de oliva (Menezes, 2016).

No Brasil, a producdo ainda é insignificante se comparada ao consumo
nacional. A area cultivada é de 10.000 ha, distribuidos nos estados de Minas Gerais, Sao
Paulo e Rio Grande do Sul, porém em sua maioria composta por plantas jovens que
ainda ndo atingiram o pico de producdo. Consequentemente, 0 nosso pais é o segundo
maior importador mundial de azeite de oliva e azeitonas. As importacdes cresceram de
13,6 mil toneladas para 71 mil toneladas em 22 anos. No mesmo periodo de tempo, o

consumo mundial aumentou apenas 1,7 vezes (IBRAOLIVA, 2020).



TABELA 1. Principais paises produtores de oliveira na safra 2018/2019.

Paises Producéo (Toneladas) Area (Hectares)
Espanha 587.800 2.573.000
Turquia 423.500 845.000

Egito 400.000 67.000
Argélia 299.500 424.000
Grécia 167.000 887.000

Marrocos 130.000 1.000.000

Siria 100.000 765.000

Argentina 80.000 61.000

Ird 60.000 66.000

Peru 50.000 17.000
Italia 40.000 1.165.000
Outros Paises 627.700 7.699.427
TOTAL 2.885.500 12.000.000

A origem da oliveira ndo é bem definida, sendo atribuida a Siria ou Libia.
Nestes locais, registros historicos apontam para o cultivo ha mais de 10.000 anos antes
de Cristo (a.C). Depois a oliveira foi cultivada provavelmente na Grécia (700 a.C),
Marselha (600 a.C) e Roma (500 a.C) (Wrege et al., 2009). Com o passar do tempo, foi
gradativamente introduzida em quase todos locais do mundo que apresentam
compatibilidade climatica (Figura 1). Na América, os registros indicam que as primeiras
oliveiras foram introduzidas no México, Estados Unidos da América e Peru,
difundindo-se depois para outros paises como Chile e Argentina. No Brasil, os
primeiros cultivos datam do periodo colonial. No entanto, a coroa portuguesa ordenou o
corte dos pequenos pomares para evitar a concorréncia aos produtos portugueses
naquela época. Recentemente, a oliveira foi introduzida em vérios estados,
principalmente, nas Regides Sul e Sudeste, como Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (Rosa, 2012; Filippini-Alba et al.,
2014).



FIGURA 1. Faixas de latitude entre 30° e 45°, tanto no hemisfério sul como no hemisfério norte,
propicias ao cultivo da oliveira. Modificado de Civantos 1998.

No Rio Grande do Sul, o cultivo da oliveira foi introduzido oficialmente pelo
“Servigo Oleicola” (plano do governo estadual para estimulo do desenvolvimento desta
cultura) em 1948. Estes primeiros olivais apresentaram baixa qualidade devido a pouca
base técnica e orientacdo agrondmica. Ja no final de década de 1960, foi implantado um
pomar com mudas oriundas da Argentina no municipio de Uruguaiana. As analises em
laboratérios brasileiros e italianos dos azeites e azeitonas produzidos demonstraram
qualidade muito boa, compativel com produtos europeus. A partir dai o plantio foi
intensificado, principalmente nas regides sul e oeste do estado. No periodo de 2007 a
2013, foi realizado o zoneamento edafo-climatico para identificar e propor as regides
aptas para implantacdo dos olivais (Figura 2) (Wrege et al., 2009; Filippini Alba et al.,
2014).

Atualmente, mais de 160 propriedades em um total aproximado de 5.500
hectares (quase todas localizadas na metade sul do estado) tém plantagcdes de oliveiras.
Destes, 1.500 ha estdo em fase de producéo, conforme dados do programa estadual de
olivicultura (PRO-OLIVA) e, no ano de 2019, 198.664 litros de azeite foram
processados de 1.700.000 kg de azeitonas, posteriormente comercializados em 34
marcas de azeites extra virgens. Destacam-se 0s municipios de Cacapava do Sul,
Pinheiro Machado, Cachoeira do Sul, Santana do Livramento, Cangugu, Dom Pedrito,
Candiota, Jaguardo, Bagé, Encruzilhada do Sul, Formigueiro, Piratini, Sdo Sepé e Barra
do Ribeiro (PRO-OLIVA, 2020).

A escolha especifica dos locais de producdo considera o clima, que deve ser
propicio para o florescimento, a polinizacdo e a fixacdo dos frutos, bem como a
maturacgdo e, principalmente, a qualidade final dos produtos. A escolha da variedade

adequada também é fundamental. As principais diferencas entre os cultivares estdo



relacionados ao destino da producdo (azeitonas e/ou azeite de oliva) e sabor. Os
cultivares Arbequina, Picual, Koroneiki, Frantoio, Arbosana, Coratina, Leccino, Lechin
de Sevilla e Cipressino sdo destinadas a producdo de azeite, ja Ascolana e Manzanilla
sdo utilizados na producéo de azeitonas para mesa. Também existem cultivares de dupla
finalidade, como Galega Ato D’ouro (Cappellaro et al., 2015). Estes cultivares estédo no
registro de cadastro de viveiristas junto ao programa estadual de olivicultura (PRO-
OLIVA), seguindo orientacbes e avaliacbes agrondmicas realizadas pela Embrapa
Clima Temperado (Cappellaro et al., 2009, PRO-OLIVA, 2020).
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FIGURA 2. Zoneamento edafoclimatico da olivicultura no Rio Grande do Sul (Filippini-Alba et
al., 2014).

Embora o cultivo da oliveira no Brasil tenha se mostrado uma boa opcdo como
alternativa de plantio e diversificagdo de renda, alguns desafios para o seu avango ainda
devem ser superados. Alguns fatores ainda requerem atencdo dos produtores,
extensionistas rurais, pesquisadores e demais envolvidos na area. Primeiramente, ainda
se necessitam de estudos sobre a interacdo entre a planta, solo e clima, para entender

melhor o comportamento dos cultivares em diferentes regides do pais. Também, devem-



se considerar problemas fitossanitarios da cultura. As doencas fangicas, assim como em
outros paises, no Brasil causam perdas significativas, principalmente, devido as
condicdes climaticas de umidade, temperatura e alto indice pluviométrico. Outro fator
estd na auséncia de um programa de certificacdo de mudas de oliveiras que garante a
qualidade genética e, principalmente, a qualidade fitossanitaria do material vegetativo
produzido e/ou introduzido no pais. Sem este programa, doencas conhecidas e aquelas

de etiologia indefinidas podem entrar no Brasil e causar danos importantes a cultura.

2.2 Doencas da oliveira

A oliveira € suscetivel a varias doengas que podem reduzir o rendimento e a
qualidade da producdo. No Rio Grande do Sul, as principais doencas diagnosticadas até
0 momento sdo causadas por fungos (Cappellaro et al., 2015). No entanto, ainda nédo
existem pesquisas detalhadas sobre a qualidade fitossanitaria do material produzido no
Brasil e principalmente introduzido anos atras no inicio da cultura no pais. Outras
doencas causadas por bactérias e fitoplasmas causam danos severos, e também as
viroses, as quais requerem estudos mais detalhados da interacdo destes patdgenos e dos
sintomas causados nas plantas. Muitos destes patégenos estdo presentes no solo ou
transmitidos por insetos e material vegetal (Caglayan et al., 2011).

2.2.1 Doencas causadas por virus

A oliveira é hospedeira de uma ampla gama de virus nos diferentes locais de
cultivo comercial no mundo. Porém, sua importancia econémica e agronémica parece
menos importante quando comparada a infeccbes em outras arvores frutiferas.
Historicamente, os estudos sobre doencas virais em oliveiras comecaram no final da
década de 1930 na Itélia e foram retomados a partir da década de 1950 na Espanha,
Italia e outros paises (Felix & Clara, 2006; Martelli, 2003).

A primeira evidéncia experimental da presenca de virus em oliveiras foi em
1976, por acaso, em graos de pdlen do cv. ‘Corregiolo’ sem sintomas. Estas particulas
isoladas foram identificadas como sendo do virus Strawberry latent ringspot virus —
SLRSV (Pacini and Cresti, 1977 apud Caglayan et al., 2011). Ja nos anos 1980, com o
avanco das técnicas de detecgdo, novos virus foram sendo identificados. A exemplo
disso, foi demonstrado em um estudo, pela reducéo da capacidade de enraizamento de
estacas semi-lenhosas de diferentes cultivares de oliveiras infectadas por virus (Leitdo et
al., 1997).



A grande maioria dos virus de oliveira foram detectados pela primeira vez em
plantas com sintomas desconhecidos e sem associagdo com alguma outra doenca ja
conhecida (Martelli, 2013). Em geral, a ocorréncia de “frutos irregulares” e
“amarelecimento das folhas” podem ser associados a uma doenca de origem viral
(Martelli, 2003). Porém, a auséncia de técnicas eficientes de deteccdo dificultou o
avanco de estudos na &rea, principalmente, a associacdo da sintomatologia com a
presenca destes virus. Nas Ultimas décadas, o avango das técnicas de deteccdo tem
possibilitado uma melhor classificacdo e identificacdo destes patdgenos em oliveiras.
Assim, novos virus passaram a ser identificados em oliveiras. De acordo com Caglayan
et al. (2011), consideram-se 3 estados diferentes no processo de infecgdo em oliveiras:
1) Plantas doentes sem a identificacdo de nenhum agente causal; 2) Plantas sem
sintomas, porém, varios virus detectados (latentes); 3) Plantas com distdrbios visiveis
(amarelecimento, clorose, ma formacdo folhas e frutos, etc.) associados a presenca de
um ou mais virus.

Um importante fator no estudo dos virus da oliveira esta na forma em que estes
se disseminam. O material propagativo infectado é a principal forma de disseminacao e,
levando em consideracdo que a obtengdo de novos materiais se da principalmente pelo
método de estaquia, a eficiéncia na propagacdo destes patdgenos aliado a auséncia de
programas sanitarios que certifiquem a qualidade destes materiais facilitam a entrada e
transito de materiais contaminados (Penso et al., 2016). A transmissdo de virus por
vetores, como nematoides do género Longidorus e Xiphinema, sementes e grdos de
pélen também podem ocorrer, porém com baixa eficiéncia (Rumbou et al., 2009;
Albanese et al., 2012).

Até o momento, 15 espécies de 8 géneros virais diferentes foram detectadas
em oliveiras, sendo algumas relatadas em outras espécies vegetais e aquelas especificas
da cultura (Albanese et al., 2012). Para uma melhor classificacdo, essas viroses foram
divididas em dois grupos principais: virus identificados pela primeira vez em oliveiras
(todos com Olive na denominacdo) e aqueles ja conhecidos por infectar diferentes
culturas (incluindo a oliveira). No primeiro grupo estdo inclusos os Nepovirus: Arabis
mosaic virus (ArMV) (Savino et al., 1979); Cherry leaf roll virus (CLRV) e Olive
latent ringspot virus (OLRSV) (Savino & Gallitelli, 1981); os Necrovirus: Tobacco
necrosis virus (TNV) e Olive latente virus 1 (OLV-1) (Gallitelli & Savino, 1985; Felix
& Clara, 2002); os Tobamovirus: Tobacco mosaic virus (TMV) (Triolo et al., 1996);

Cucumovirus, Cucumber mosaic virus (CMV) (Savino & Gallitelli, 1983); e



Secoviridae, Strawberry latente ringspot virus (SLRSV) (Savino et al., 1979). J& no
segundo grupo estdo aqueles isolados apenas em oliveiras, sendo classificados como
especificos da cultura, o Oleavirus Olive latente virus 2 (OLV-2) (Savino et al., 1984);
0 Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) (Savino et al., 1996) ainda ndo
classificado a um género especifico mas pertencente a familia Closteroviridae; o
Potexvirus, Olive vein yellowing associated virus (OVYaV) (Faggioli & Barba, 1995);
0 Necrovirus, Olive mild mosaic virus (OMMV) (Cardoso et al., 2005); o Marafivirus,
Olive latente virus 3 (OLV-3); e sem classificacdo de género o Olive semi-latente virus

(OSLV) (Materazzi et al., 1996) e o Olive yellow mottling and decline associated virus

(OYMDaV) (Savino et al., 1996) (Tabela 2).

TABELA 2. Virus descritos na cultura da oliveira e distribuicdo geogréfica.

Distribuicéo
Sigla Virus Género/familia | Geogréfica/Continente
ArMV Arabis mosaic virus Nepovirus Europa, Asia, Africa e
América do Norte.
SLRSV Strawberry latent ringspot virus Secoviridae Europa, Asia, Africa e
América do Norte.
CLRV Cherry leaf roll virus Nepovirus Europa, Asia e Africa.
TMV Tobacco mosaic virus Tobamovirus Europa, Asia e América do
Norte.
TNV Tobacco necrosis virus Necrovirus Europa, Asia e América do
Norte.
OLRSV Olive latente ringspot virus Nepovirus Europa, Asia e Africa.
CmMV Cucumber mosaic virus Cucumovirus Europa, Asia, Africa, América
do Norte e Oceania.
OLV-2 Olive latente virus 2 Oleavirus Europa, Asia e Africa.
OovYaVv Olive vein yellows associated Potexvirus Europa e Asia.
virus
OSLV Olive semi-latent virus Indeterminado Europa e Asia
OYMDaV | Olive yellow mottling and decline Indeterminado Europa e Asia
associated virus
OLYaVv Olive leaf yellowing associated Closteroviridae Europa, Asia, Africa, América
virus e Oceania.
OMMV Olive mild mosaic virus Necrovirus Europa e Asia.
OLV-1 Olive latente virus 1 Necrovirus Europa, Asia, Africa e
América do Norte.
OLV-3 Olive latente virus 3 Marafavirus Europa e Asia.

Alguns virus de oliveira, por serem 0s mais disseminados a nivel mundial
foram incluidos em programas de certificagdo fitossanitaria de material vegetal

propagativo de varios paises.
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2.2.1.1 Arabis mosaic virus (ArMV)

Pertencente a familia Secoviridae, género Nepovirus, com genoma bipartido de
fita simples de RNA sentido positivo com peso molecular de 2,4 e 1,4 x 10°
respectivamente. As particulas virais sao isometricas e possuem 30nm de diametro e
uma Unica proteina da capside (CP) com peso de 54 x 103 (EPPO, 2020a). Este virus
pode ser transmitido por nematoides da espécie Xiphinema diversicaudatum, mas a
forma mais eficiente ocorre através de material propagativo contaminado. A
disseminacdo por sementes também pode ser considerada, mas sem importancia para
culturas que ndo utilizam este método de multiplicagdo comercial, como € o caso da
oliveira. Vérias espécies de plantas podem hospedar o virus ArMV, sendo as principais
o0 morango, lapulo, varias espécies de videiras, framboesas, beterraba, rabanete e a
alface, alem de plantas sem importancia comercial (Caglayan et al., 2011). Os sintomas
mais comuns causados pelo ArMV variam dependendo da planta hospedeira e
normalmente sdo manchas nas folhas, descoloragdes e varias formas de deformacdes.
Em oliveiras o ArMV néo causa sintomas visiveis, ocorrendo de forma latente (Martelli,
2003). O virus esta presente em oliveiras em diversos paises como Italia, Egito, EUA,
Siria e Libano (Chliyeh et al., 2017).

2.2.1.2 Cherry leaf roll virus (CLRV)

Pertencente a familia Secoviridae, género Nepovirus, possui genoma de RNA
fita simples sentido positivo e particulas isométricas com 28 nm de diametro
(AUSTRALIA, 2018). Relatado pela primeira vez em cerejeiras na Inglaterra, ja é
descrito em outras plantas como Ulmus, noz, sabugueiro, framboesas, oliveiras, Kiwi,
além de outras plantas arbustivas e também horticolas (Woo et al., 2012). Muitas vezes,
os sintomas incluem atraso no desenvolvimento, enrolamento das folhas, riscas ou
manchas cloréticas, atrofia dos ramos, bem como morte da planta, porém em oliveiras o
CLRV ¢ assintomatico (Savino & Gallitelli, 1981; Rebenstorf et al., 2006). A
transmissdo desse virus ocorre por sementes e polen, ndo ocorrendo através de
nematoides conforme outros membros desse género. Em oliveiras a transmissao por
sementes foi comprovada por Saponari et al. (2001). A presenca em oliveiras foi
reportada na Italia, Portugal, Espanha, Egito, Turquia, Siria e Libano (Chliyeh et al.,
2017).
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2.2.1.3 Strawberry latent ringspot virus (SLRSV)

Virus pertencente a familia Secoviridae, ainda ndo classificado em nenhum
género, mas possivelmente um Nepovirus (Faggiolli et al., 2002; Albanese et al., 2012).
Sua morfologia é isométrica com 30 nm de didmetro e seu genoma € composto por duas
particulas de RNA de fita simples e sentido positivo. E transmitido por inoculagio
mecénica, por enxertia e também por nematoides da espécie Xiphinema
diversicaudatum. Em diversas espécies vegetais a transmissdo por sementes também
pode ocorrer (Mazyad et al., 2014). O SLRSV acomete uma ampla gama de
hospedeiros, como morangos e framboesas, além de amoreiras, cerejeiras, videiras,
ameixeiras, pessegueiros e plantas sem importancia econdémica. Na grande maioria das
espécies 0 SLRSV ¢ assintomatico, mas quando ocasiona sintomas, estes podem ser
manchas foliares cloroticas, seguida de necroses e declinio das plantas (EPPO, 2020b).
Em oliveiras foi isolado a primeira vez em plantas do cultivar “Corregiolo” na Italia por
Savino et al. (1979). De modo geral, é assintomatico na cultura, porém plantas dos cvs.
‘Raggiola’ e ‘Frantoio’ que sdo considerados diferentes morfologicamente, mas com
alta homologia genética, foi constatado que a presenca repetida do virus SLRSV no cv.
‘Raggiola’ seria a causa desta diferenciagdo morfoldgica entre os dois cultivares (Figura
3). Estas diferencas morfologicas estdo relacionadas ao formato das folhas e das
inflorescéncias (Ferretti et al., 2002 apud Albanese et al., 2012). Outro estudo propds o
baixo enraizamento de estacas dos cultivares ‘Galega’, ‘Blanqueta’, ‘Manzanilla
Algarvia’, ‘Carrasquenha’ e ‘Manzanilla dos Hermanos’ com a infec¢do do SLRSV nas
plantas (Leitdo et al., 1997). Em oliveiras j& foi relatado em diversos paises como:
Italia, Crodcia, Portugal, Espanha, Albéania, Siria, Turquia, Egito, Libano e nos EUA
(Chliyeh et al., 2017).
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FIGURA 3. Broto do cultivar ‘Frantoio’ infectado pelo SLRSV, broto do cv. ‘Frantoio’
saudavel e brotos do cv. ‘Raggiola’ infectados pelo SLRSV. Aspectos
morfol6gicos dos cultivares infectados com sintomas idénticos (Pequenas
inflorescéncias e folhas estreitas) (Albanese et al., 2012).

2.2.1.4 Cucumber mosaic virus (CMV)

O CMV é membro da familia Bromoviridae, género Cucumovirus. Possui trés
particulas esféricas com aproximadamente 28 nm cada uma e seu genoma é composto
por RNA de fita simples sentido positivo (Canto et al., 1997). O CMV é um dos virus
de maior preocupacdo no mundo, podendo infectar mais de 1.200 espécies de 100
familias diferentes, tanto mono como dicotiledéneas, acometendo desde plantas
ornamentais, horticolas a plantas lenhosas. Entre as mais importantes destacam-se as
cucurbitaceas (pepino, chuchu, abobora, meldo, melancia, outras), feijdo, tomate, soja,
alfafa, salsa, alface, batata, cenoura, plantas ornamentais como dalia e lirio, além de
plantas semi-lenhosas como maracuja. Os sintomas em plantas infectadas podem variar
de atrofias e rugosidades foliares, mosaicos, manchas cloréticas, baixa qualidade dos
frutos e enrolamento das folhas, variando de acordo com época do ano, idade e espécie
da planta. Em oliveiras, o CMV foi detectado por Savino & Galitelli (1983). A
transmissao deste virus ocorre por meio de sementes e uma ampla gama de insetos
vetores, onde mais de 80 especies de pulgbes, incluindo Myzus persicae e Aphis
gossipy, sdo potenciais transmissores (Jones et al., 2008). Em oliveiras a infeccdo do
virus é assintomatica e ndo ha relatos da formagéo de col6nias de pulgdes nas plantas,
ndo sendo relevante a transmissdo do CMV por insetos vetores. O principal meio de

transmissdo do virus na cultura é através do material propagativo contaminado
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(Albanese et al., 2012). Ha relatos do virus em diversos locais de plantios comerciais de
oliveiras no mundo, principalmente pela grande variedade de hospedeiros naturais,
incluindo Italia, Espanha, Portugal, Tunisia, Egito, Albania, Turquia, Siria, Argélia,

Australia, Franca, Israel, Marrocos, Grécia e Libano (Chliyeh et al., 2017).

2.2.1.5 Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV)

Membro da familia Closteroviridae mas sem classificacdo a nivel de género.
Este virus possui RNA de fita simples sentido positivo (Fontana et al., 2019). Virus
especifico da cultura da oliveira, foi relatado pela primeira vez na Italia em plantas do
cv. ‘Biancolilla’, causando o sintoma de amarelecimento das folhas em oliveiras
(Savino et al., 1996). Outros provaveis sintomas como necrose, ma formacéo dos frutos
e desfolha podem ser associados a presenca do OLYaV, mas também de outras viroses
especificas da oliveira. Além disso, o OLYaV demonstra ser um dos virus mais
difundido da cultura, detectado em 43% das plantas analisadas para o virus na Espanha
e 93,8% na California - EUA (Al Rwahnih et al., 2011; Faggioli et al., 2017). A alta
incidéncia do OLYaV ainda ndo esta clara, podendo estar associada a alguns vetores,
como cochonilhas do género Pseudococcos (Sabanadzovic et al., 1999). De momento, a
propagacdo do virus por mudas contaminadas ainda € a forma mais eficiente de
transmissdo. Paises como Chile, EUA, Australia, além dos principais produtores, ja

possuem relatos da presenca do virus (Chliyen et al., 2017).

2.2.1.6 Olive latente virus 1 (OLV-1)

Pertence a familia Tombusviridae, género Necrovirus. Possui particulas
isométricas de 30nm e genoma composto de RNA de fita simples sentido positivo. O
OLV-1 inicialmente era considerado especifico da oliveira, porém foi isolado também
em plantas citricas e tulipas com manchas cloréticas nas folhas (Martelli et al., 1996).
Em Portugal, trés cultivares de oliveira apresentavam baixo vigor e clorose foliar, sendo
associados com a confirmacdo da presenca do OLV-1. Em outros casos o0 virus é
assintomatico em oliveiras (Félix et al., 2006). Por ser um Necrovirus, a transmissdo por
fungos da espécie Olpidium brassicae € considerada, mas sem confirmacao (Martelli,
2013). Além disso, o OLV-1 ja foi relatado em diversos paises em diferentes
continentes, destacando que o comércio de mudas e novos materiais entre viveiros e
produtores pode ser a principal fonte de disseminacdo de virus e outros patdégenos da
cultura (Chliyen et al., 2017).



14

2.2.2 Doencas causadas por fitoplasmas

Os fitoplasmas pertencem aos Procariotos, bactérias pleimorficas sem parede
celular, pertencentes a classe mollicutes, com tamanho de 200 a 800 nm e pequeno
genoma com cerca de 680-1600 kb. Sdo endoparasitas obrigatorios habitantes do floema
(Nerodi, 2004). Podem ser transmitidos através de insetos vetores, enxertia e plantas
parasitas (Bedendo, 2011). Naturalmente, vetores que se alimentam a nivel de floema
sdo potenciais transmissores, em especial insetos da ordem Hemiptera. Em plantas de
oliveira a Unica evidéncia foi relatada na Italia por Del Serrone et al. (1996), onde
cigarrinhas do género Hyalestes spp. foram capturadas em armadilhadas dispostas em
plantas sintomaticas. De modo geral, ndo ha associacdo de nenhum vetor como possivel
transmissor destes fitoplamas, 0 que explica a baixa transmissdo do patégeno dentro de
uma mesma area (Caglayan et al., 2011). Com base nas caracteristicas destes
organismos, em especial a dificuldade de se cultivar in vitro, os fitoplasmas séo
classificados como ‘Candidatus Phytoplasmas’ (Firrao, 2004). Com o sequenciamento
do gene de RNA 16S, os fitoplasmas que acometem varias espécies vegetais foram
identificados e classificados. Quatro diferentes espécies foram identificadas causando
disturbios em oliveiras, pertencentes aos grupos e subgrupos 16S-1B (‘Ca. Phytoplasma
asteris’), 16S-VA (‘Ca. Phytoplasma ulmi’), 16S-XIIA (‘Ca. Phytoplasma solani’),
16S-IC (‘Ca. Phytoplasma asteris’) e 16Sr-111 (‘Ca. Phytoplasma pruni’)(Pasquini et al.,
2000; Bertaccini et al., 2002 apud Martelli, 2013). Apds o primeiro relato na Italia em
1995, varios trabalhos confirmaram a associacao entre disturbios nas folhas da oliveira
com a presenca de fitoplasmas na Espanha, Italia e Ird (Pasquini et al., 2000; Ahangaran
et al., 2006). A presenca de fitoplasmas em plantas de oliveiras também foi relatada na
Albania, e na Australia (Chliyen et al., 2017).

Diferentemente dos virus, a presenca de fitoplasmas em oliveiras pode causar
varios sintomas, sendo mais conhecido o “Vassoura de Bruxa”, caracterizado pelo
superbrotamento dos ramos (Figura 4). Podem estar acompanhados por mais alteracdes
na planta como descoloracdo do floema, alongamento ou encurtamento de entrends,
anomalias florais, enrolamento e amarelecimento foliar, necrose, reducdo tamanho das
folhas, desfolha, declinio e morte da planta. No Brasil, Ferreira (2017), descreveu pela
primeira vez a ocorréncia de fitoplasmas em plantas de oliveiras em 73% das plantas
analisadas. Além disso, o primeiro relato da associacao de fitoplasmas do grupo 16Sr-

VII com a doenga “Vassoura de Bruxa”.
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FIGURA 4. Sintoma de superbrotamento em plantas de oliveira (Ferreira, 2017).

2.2.3 Doencas causadas por bactérias

As doencas causadas por bactérias causam danos expressivos no cultivo da
oliveira. O controle destas patologias € dificil e as formas de propagacdo sdo varias,
incluindo insetos vetores, ferimentos em folhas ou galhos e, principalmente por material
vegetal contaminado. Na oliveira, uma bacteriose foi recém classificada como umas das
principais doencas da cultura, causando danos severos e perdas significativas nos

pomares. A seguir, sdo descritas as duas principais bactérias que acometem a oliveira:

2.2.3.1 Xylella fastidiosa
Xylella fastidiosa € uma bactéria Gram negativa, pertencente a familia
Xanthomonadaceae, limitada ao xilema das plantas, com formato de pequenos
bastonetes (0,1 — 0,5 um X 1,0 — 5,0 um) imoveis e atriquios (sem flagelos).
Desenvolve-se bem com temperatura de 25-28°C e baixo indice pluviométrico
(Queiroz-Voltan et al., 2004). Possui uma ampla gama de hospedeiros, sendo descritos
mais de 500 plantas pertencentes a 82 familias (IAS, 2019). Porém, apesar do grande
numero de hospedeiros, boa parte ndo manifesta sintomas, servindo apenas como fonte
de indculo para plantas com maior importancia. Insetos da ordem Hemiptera sdo os
principais disseminadores deste patdgeno, em especial as cigarrinhas (Hemiptera:
Cicadellidae). O habito alimentar destes insetos é fundamental para a aquisicdo da
bactéria e transmissao para outras plantas, isso porque Xylella fastidiosa habita os vasos
do xilema e também é o principal ponto de alimentacdo destes insetos-vetores.
A espécie Xylella fastidiosa foi dividida em seis subespécies de acordo com a
diversidade bioguimica e fisiol6gica de cada isolado, classificadas como subespécies:
fastidiosa, multiplex, tashke, sandyi, mori e pauca (Yuan et al., 2010). Muitas destas
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acometem plantas de importancia comercial, como a subsp. fastidiosa, responsavel pela
causa do “mal-de-pierce” em videira (Vitis vinifera), além de sintomas de queimas das
folhas em Amendoeiro (Prunus dulcis) e também nanismo em plantas de Alfafa
(Medicago sativa). Na maioria dos hospedeiros os sintomas causados por Xylella estdo
associados a escaldadura das folhas, enfezamento, nanismo e clorose variegada. A X.
fastidiosa subespécie multiplex € mais comum em Amendoeiro (Prunus dulcis),
Pessegueiro (Prunus persicae), Damasqueiro (Prunus armeniaca), Ameixeira (Prunus
domestica), Ulmeiro (Ulmus americana), Cercis (Cercis canadenses), Liquidambar
(Liquidambar styraciflua) e Carvalho (Quercus sp). Assim como a subsp. mori ocorre
em Amoreira (Morus spp.), a subsp. sandyi em Oleandro (Nerium oleander) e a subsp.
tashke em Chitalpa (Chitalpa taskhentensis) (Janse & Obradovic, 2010).

Ja a Xylella fastidiosa subsp. pauca é responsavel por infectar plantas como
Citros (Citrus sp.), Café (Coffe sp.) e, recentemente, Oliveiras (Olea europeae). Em
plantas citricas, causa a Clorose Variegada dos Citros (CVC), onde as folhas
apresentam manchas cloroticas, reducdo no tamanho dos frutos, maturacdo precoce e
com o avanco da doenca, os frutos ficam queimados. A CVC é responsavel por
importantes perdas econémicas na citricultura de diversos paises (Fundecitros, 2020).
Em plantas de café, causa a escaldadura das folhas, sintoma mais comum, além de
abscisao foliar, reducdo de crescimento, declinio do vigor, e quando muito avancado,
morte da planta (Queiroz-Voltan et al., 1998). Recentemente, a Xylella fastidiosa subsp.
pauca foi identificada como responsavel pela “Sindrome do declinio rdpido da oliveira”
na regido de Apulia, Italia (Saponari et al., 2013). Os sintomas nas plantas iniciavam
com a seca de brotacGes novas que evoluiam para os ramos até atingirem a planta toda,
e com rapida dispersdo do patégeno em todo o pomar, associando a transmissdo através
de insetos-vetores, em especial as cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae) (Figura 5). O
grande nimero de plantas que hospedam esse patégeno e a alta comercializacdo de
material vegetal entre diversos paises onde ha relatos da presenca da bactéria acaba por
ser a principal forma de entrada nos paises onde nédo estava presente, principalmente por
plantas ndo inclusas nos programas de certificacdo, sem contar com a rapida dispersdo
através dos vetores (Sicard et al., 2018). Essa hipotese é reformada porque estudos
geneéticos apontam que a origem de trés importantes subespécies € alopatrica, sendo X.
fastidiosa subsp. multiplex da América do Norte, X. fastidiosa subsp. fastidiosa da
América Central e a X. fastidiosa subsp. pauca da América do Sul (Nunney et al.,

2012). A diversidade genética existente a subespecie pauca ¢ demonstrada nos isolados
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das plantas de citros, café € oliveiras. Os Isolados de citros ndo causam danos a plantas
de oliveiras, apenas isolados de café, mas todos pertencentes a Xylella fastidiosa subsp.
pauca. Isto € demonstrado por Colleta-Filho et al. (2016), onde se obteve o primeiro
relato de Xylella fastidiosa subsp. pauca em plantas de oliveiras com sintomas de
“Queima das Folhas” no Brasil. O pais ndo possui um programa de certificagdo
fitossanitario, consequentemente o autor sugere que a introducdo da bactéria ocorreu
por meio de mudas de café contaminados oriundos da Costa Rica. Este material foi
detectado em novos pomares de oliveira no estado de S&o Paulo e Minas Gerais,
importantes centros da cafeicultura brasileira (BRASIL, 2020). A X. fastidiosa subsp.
pauca também foi relatada em oliveiras na Espanha, Portugal, Franga, Eslovénia,
Equador, Costa Rica e EUA (Chliyen et al., 2017; EPPO, 2019).

FIGURA 5. Sintomas causados por Xylella fastidiosa subsp. pauca em oliveira. A esquerda,
sintomas iniciais em folhas e ramos e a direita, sintomas em toda a planta (EPPO,
2019).

2.2.3.2 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss)

Bactéria Gram negativa, da familia das Pseudomonadaceae, pertencente ao
complexo syringae. Descrita a centenas de anos (século IV - a.C.) em plantas de
oliveiras com sintomas tipicos causado por Pss. Conhecido como tuberculose da
oliveira ou também “galha do olivo”, foi entre os anos de 1887-1889 que Luigi
Savastano descreveu a etiologia desta doenga (Smith, 1920).

A tuberculose da oliveira causa sintomas caracteristicos que afetam
principalmente ramos e troncos, quando muito avancada, também visivel em folhas e
frutos. Estes sintomas referem-se a uma hiperplasia do tecido vegetal, resultando no
crescimento de tumores ou galhas que afetam direta e indiretamente o pleno

desenvolvimento da planta (Figura 6). Além disso, esses tumores acabam por servir de
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hospedeiros para insetos-praga e outros patdgenos. A P. savastanoi pv. savastanoi
apresenta ciclo de vida epifitico/patdgeno. Na fase epifitica, a Pss coloniza ramos e
folhas, mas também pode ser endofitica, colonizando o interior da planta, neste caso na
parte interna dos tumores/galhas, sendo importante forma de sobrevivéncia desta
bactéria (Ramos et al., 2012). Esta capacidade de sobrevivéncia € extremamente
importante para este microrganismo, tendo em vista que ndo é suscetivel as variacoes
ambientais e também a falta de nutrientes para sua sobrevivéncia, mantendo-se assim
sem prejudicar o seu hospedeiro. Na fase patogénica, a Pss se multiplica nos tecidos
vegetais, com crescimento bacteriano alternado conforme a suscetibilidade de cada
cultivar de oliveira. A infeccdo requer uma répida proliferacdo do cambio e
diferenciacdo do xilema e floema. As temperaturas 6timas de desenvolvimento estdo
entre 20-25°C, com crescimento bacteriano mais favorecido com elevadas temperaturas
e alto indice pluviométrico, podendo permanecer nas plantas de oliveira de forma
latente e assintomatica até a possibilidade de condigdes ambientais favoraveis. A
formacdo dos tumores se da pela producdo bacteriana dos fitohorménios acido 3-indol
acetico (AlA) e citocininas pela bactéria e, como resposta da planta, ocorrem 0s

sintomas descritos (Quesada et al., 2007; Vega-Celedén et al., 2016).

FIGURA 6. Tumores em plantas de oliveira causados por Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi (EPPO, 2020c).

A transmissdo da Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi é considerada rapida
em condigdes ambientais favoraveis ao patdgeno e associado aos fatores chuva, ventos e
praticas culturais como sendo o0s principais disseminadores a curtas distancias. A

infeccdo ocorre através de feridas nas plantas. J& a distancias mais longas, a
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disseminacédo ocorre principalmente pelo material vegetal contaminado (Nguyen et al.,
2018). N&o h& uma definicdo da acdo de insetos vetores com a bactéria (Luthy et al.,
1983). Este patdgeno foi relatado em quase todos os continentes, incluindo paises como
Espanha, Italia, Franca, Portugal, Jordania, Tunisia, Marrocos, Egito, Argélia, Libano,
Grécia, Iraque, Turquia, Siria, Ird, Croécia, Nepal, China, Japdo, EUA, Nova Zelandia e
Austrélia (Chliyen et al., 2017). No Brasil, ndo ha relatos da presenca da Pss. A
frequente comercializacdo de material vegetal na implantacdo dos novos pomares
poderia introduzir o patdégeno, porém o0s sintomas caracteristicas seriam facilmente
notados, também se considerar a distribuicdo dos plantios de oliveiras no Brasil e a
diversidade climética de cada regido, favorecendo ou ndo o pleno desenvolvimento da
Pss, podemos propor que 0 patdgeno ainda ndo esta presente no pais, sendo considerada

portanto como uma praga exotica.

2.3 Métodos de deteccdo e diagnostico

O uso de métodos de deteccdo de patdgenos para diagnostico de doencas é
importante para garantir a sanidade vegetal e impedir a disseminacdo de diversos
patdgenos. As ferramentas de diagnostico tém evoluido ao longo dos anos, a diagnose
através da indexacdo bioldgica em plantas indicadoras evoluiu para testes soroldgicos,
como a técnica ELISA, até chegar aos métodos moleculares, como a técnica de Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) “convencional” e em tempo real. Cada um destes
métodos apresenta vantagens e limitacGes. A seguir serdo descritos os métodos para a

deteccdo e diagnostico dos principais patdgenos e doengas de oliveiras:

2.3.1 Métodos bioldgicos

A indexacdo bioldgica ou bioensaio é muito utilizado para o diagnéstico de
viroses, e consiste em utilizar plantas indicadoras sensiveis e especificas para cada
virus. Por se tratar de uma espécie lenhosa, a enxertia € 0 método mais utilizado para
este teste em oliveira. Porém, devido a inexisténcia de plantas lenhosas indicadoras e a
auséncia de sintomas na maioria das viroses torna 0 método bioldgico inviavel para
estudos de virus em oliveiras (Martelli, 1998 apud Bertolini, 2003). Algumas limitacdes
como, por exemplo, espaco requerido em campo e em casa de vegetacdo para a
realizacdo dos experimentos também dificulta o uso deste método em grande escala
(Osman, 2008). Por outro lado, em casos de virus ja identificados por métodos mais

confiaveis, o uso dos métodos bioldgicos serviria para avaliar a viruléncia do isolado
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viral na planta através da inoculacdo mecanica ou enxertia, lembrando que a viruléncia

pode variar conforme o cultivar escolhido (Faggioli et al., 2005).

2.3.2 Métodos sorologicos

O teste soroldgico de Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) tem sido
muito utilizado para a deteccdo de patdgenos em plantas, devido a sua simplicidade,
adaptabilidade e rapidez, podendo ser utilizado em grande escala para diagnose de um
grande namero de amostras ao mesmo tempo (Figueira, 2000; Lopez et al., 2003 e
2009). A técnica baseia-se no principio classico da sorologia, onde um antigeno é
reconhecido pelo anticorpo (imunoglobulina-lg), que Ihe deu origem formando um
complexo anticorpo-antigeno, associado a propriedades colorimétricas. A coloracdo do
meio ocorre devido a acdo de uma determinada enzima em contato com um substrato
cromogénico. A enzima € previamente conjugada a imunoglobulina (IgG), e a
intensidade da coloracdo serd medida em um espectrofotdmetro com filtros adequados
para o comprimento da onda a 405nm (Clark & Adams, 1977).

As limitacGes dos testes sorologicos estdo na disponibilidade de antissoros
produzidos contra um antigeno especifico, no suporte fisico utilizado, na padronizagdo
quanto a concentracdo adequada dos reagentes e do extrato vegetal que contém o
patégeno. Embora o uso de técnicas bioldgicas (transmissdo mecanica para hospedeiros
herbaceos) associadas com testes sorologicos, utilizando antissoros especificos,
permitiu a identificagdo precoce dos primeiros casos de infeccdo de oliveiras por
nepovirus (SLRSV e ArMV) e, mais tarde, de outros virus como OLRSV, CMV,
CLRV, esta técnica geralmente ndo € de sensibilidade suficiente para ser considerada
confiavel para a deteccdo de viroses na oliveira (Savino et al., 1979). De fato, as
tentativas de aplicacdo de ELISA para o diagnostico em grande escala de oliveiras
geralmente falharam, isso porque, de acordo com Almeida & Lima (2001), o extrato
vegetal pode conter substancias como tanino e oxidantes que interferem nos resultados
podendo originar falsos positivos. Também, a técnica ELISA ndo é suficientemente
sensivel na diagnose de alguns virus, principalmente aqueles que ocorrem em baixas
concentracdes nos tecidos das plantas (Bertolini et al., 2001). Além disso, Bertolini et
al. (1998), verificou que amostras positivas analisadas por ELISA e através de técnicas
moleculares ndo coincidiram nos resultados positivos, sugerindo que o uso de testes

soroldgicos utilizando anticorpos policlonais geravam resultados falsos positivos.
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2.3.3 Métodos Moleculares

Nos ultimos anos, a aplicagdo de técnicas de diagndstico molecular baseados na
deteccdo de acidos nucleicos tem sido uma importante ferramenta para analise, deteccédo
e diagnose de doencas em diversas areas, em especial na fitopatologia, demonstrando
maior eficiéncia e confiabilidade dos resultados que técnicas tradicionais de deteccéo.
Inicialmente, as técnicas moleculares eram utilizadas como complemento do produto de
ensaios bioldgicos e sorologicos. Atualmente, sdo as técnicas mais utilizadas em

diversos paises, principalmente, no estudo de virus vegetais.

2.3.3.1 Reagdo em Cadeia da Polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida por Kary Mullis em
1983 (Saiki et al., 1985) e é uma técnica que permite produzir milhdes de cdpias de um
fragmento de DNA em um curto periodo de tempo. O processo utiliza uma DNA
polimerase termoestavel e oligonucle6tideos iniciadores especificos (primers) que se
ligam as extremidades 5’ e 3” de uma determinada regido do genoma a ser amplificada.
A RT (transcricdo reversa) - PCR é uma adaptacdo da PCR aplicada para o diagnostico
de virus que possuem RNA como material gendmico. Este método combina a
transcri¢do reversa do RNA, seguida da reacdo em cadeia da polimerase.

Finalizado o processo de amplificacdo por PCR ou RT-PCR, é necesséaria a
separacdo eletroforética dos produtos amplificados para deteccdo e analise dos
fragmentos amplificados de DNA, em géis de agarose ou poliacrilamida. Esse processo
ocorre na presenca de um corante, como o brometo de etideo, ap6s a incidéncia de luz
ultravioleta, seqguido de avaliacdo visual das bandas correspondentes aos fragmentos
amplificados (Faggioli et al., 2002). A necessidade de um passo pés PCR aumenta o
risco de contaminacao das amostras durante a manipulacédo (Osman, 2008).

Inicialmente, esta técnica complementava os testes sorolégicos em programas
de certificacdo de mudas em diversos paises. Um dos primeiros trabalhos de deteccdo
de virus em oliveiras utilizando a técnica de multiplex RT-PCR foi publicado por
Bertolini et al. (2001), para a detec¢do simultanea de seis virus (CMV, CLRYV, SLRSV,
ArMV, OLV-1 e OLV-2). Posteriormente, Bertolini et al. (2003b), desenvolveram um
protocolo de “multiplex nested RT-PCR” para detec¢dao de quatro virus (ArMV, CMV,
CLRV e SLRSV), além da bactéria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi. Este

protocolo foi recomendado pelo Ministério de Agricultura Pesca e Alimentagdo
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(MAPA) da Espanha, para a analise de material vegetal propagativo no programa de
certificacdo de material vegetal de oliveiras na Espanha (Espanha, 2016).

Outros trabalhos utilizando a RT-PCR para a detec¢do de virus em oliveiras
foram desenvolvidos em paises como Italia (Saponari et al., 2001; Grieco et al., 2002;
Faggioli et al., 2005), Portugal (Grieco et al., 2002; Varanda et al., 2008 e 2010; Félix
et al., 2006 e 2011), Albénia e Crodcia (Luigi et al., 2011), Egito (Youssef et al., 2010;
El-Morsy et al., 2017), Turquia (Cifci & Serce, 2014), Grécia (Hatzopoulos et al.,
2002), Israel e EUA (Al Rwahnih et al., 2011). Loconsole et al. (2010), desenvolveu e
validou um protocolo de RT-PCR para o diagndstico de oito virus da oliveira,
permitindo por primeira vez a deteccdo dos virus TNV e OMMYV através de técnica

molecular.

2.3.1.2 Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

Buscando monitorar em tempo real a quantidade e qualidade do material
amplificado, sem a necessidade de um passo de pos PCR (eletroforese) foi desenvolvida
a PCR em tempo real. A técnica foi descrita por Higuchi et al. (1993), onde o
funcionamento é semelhante a PCR convencional porém com a possibilidade de
quantificar o DNA amplificado a cada ciclo. Para o monitoramento da reagdo em tempo
real, sdo utilizadas, no mix de amplificacdo, substancias quimicas que emitem
fluorescéncia em determinadas condi¢des e um aparelho termociclador equipado com
leitor para esta fluorescéncia.

Atualmente, os métodos de fluorescéncia utilizados na PCR em tempo real sdo
diversos, sendo divididos em dois grupos principais: corantes intercalantes e sondas de
sequéncia especifica (Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008). Basicamente, 0s
corantes intercalantes conhecidos como “Greens” e a sonda de sequéncia “TagMan”
sdo amplamente utilizados, cada um com suas vantagens e desvantagens (Oliveira,
2010; Tajadini et al., 2014).

A PCR em tempo real é uma técnica simples, especifica, de alta sensibilidade,
rpida, com menor risco de contaminacfes, e possibilita a quantificacdo de acidos
nucleicos em tempo real. A técnica também se mostrou altamente eficiente na analise
direta de material vegetal, tornando-a ainda mais rapida para obtencdo final dos
resultados sem a necessidade da etapa de purificacdo de acidos nucléicos (Capote et al.,
2009; Lépez et al., 2009). Por outro lado, a principal limitacdo desta tecnologia é o alto

custo dos equipamentos e reagentes.
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Nos ultimos anos, a PCR em tempo real tem sido cada vez mais utilizada na
deteccdo de virus em material vegetal, porém ainda sdo poucos os estudos publicados
com virus em oliveiras. Campos et al. (2019), utilizando SYBR Green, demonstrou
maior sensibilidade da PCR em tempo real quando comparado com a PCR
convencional, na andlise de quatro virus de oliveiras. A PCR em tempo real ja foi
descrita também para a deteccdo das bactérias Xylella fastidiosa subsp. pauca (Ouyang
et al., 2013) e Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Tegli et al., 2010), além de

fitoplasmas (Hren et al., 2007) em oliveiras.

2.4 Validacgao de técnicas de deteccdo

As técnicas moleculares de deteccdo e diagnose vem evoluindo rapidamente nos
ultimos anos e cada vez mais sdo utilizadas no estudo de fitopatégenos. Porém, sdo
poucas as técnicas e protocolos de deteccdo que sdo devidamente validados,
comprometendo a precisdo dos resultados. Sabendo que nenhuma técnica é perfeita, a
validacao dos métodos para deteccao de patdgenos é importante (L6pez et al., 2009).

O processo de validagdo € um estudo experimental e documentado com o
objetivo de avaliar se o procedimento analitico adotado, incluindo todo o processo e
estruturacdo para analise destes patdgenos é adequado a finalidade proposta,
colaborando na certeza dos resultados obtidos. Alguns métodos ja sdo disponibilizados
por Orgdos oficiais como o MAPA (métodos oficiais) e também instituicOes
internacionais (métodos normalizados). Logo, cabe aos laboratérios credenciados
realizé-los in house seguindo as mesmas condicdes e parametros por eles estabelecidos,
seja 0 método oficial ou normalizado, de forma a verificar a reprodutibilidade do
método. Em paralelo, quando nédo se dispde de um método oficial ou normalizado, ha a
necessidade de desenvolver o método, definir os parametros de analise e realizar a
validacdo de forma a fornecer dados de sensibilidade analitica, especificidade analitica,
acurécia, repetitividade e reprodutibilidade. Com isto, as instituices e/ou laboratorios
credenciados podem utilizar estes métodos desenvolvidos e validados para auxiliar nos
protocolos de detec¢do de patdgenos associados a tecidos de plantas assintométicos e
assim garantir a sanidade fitossanitaria (EPPO, 2014). Também podem ser utilizados
como base na implementacdo de analises de rotina para programas de certificacdo de

mudas, a exemplo a oliveiras no Brasil.
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2.5 Programas de certificacdo fitossanitaria de material propagativo de
oliveiras

A producdo de materiais livre de patdgenos e de alta qualidade para cultivo
depende, em grande parte, da qualidade do material vegetal utilizado na origem da
obtengéo de novas mudas para o cultivo da oliveira. Em geral, a producédo de plantas de
qualidade para plantacdo ocorre através de procedimentos de certificacdo definidos,
cujo estado sanitario é oficialmente testado e comprovado de acordo com requisitos
especificos. Em um esquema de certificacéo tipico, o material certificado é submetido a
um numero definido de etapas de propagacdo de plantas individuais, isentas de
patdgenos e pragas nocivas e mantidas e propagadas em condi¢des ambientais rigorosas
para evitar sua contaminacdo (Albanese et al., 2012).

Para isto, sdo necessarios regulamentos adequados e 0 uso de técnicas eficientes,
sensiveis e confidveis para assegurar a producdo, comercializacdo e movimentacdo de
material certificado de propagacdo de plantas com padrdes elevados de qualidade. Ao
longo dos ultimos vinte anos, através do crescimento econdmico e da expansdo de
varias culturas em diversas areas, surgiram preocupacdes sobre novas doencas
transmitidas por materiais de propagacdo infectados. Na tentativa de limitar a
propagacdo de pragas e agentes patogénicos através do movimento de plantas
infectadas, leis especificas foram emitidas a nivel regional e nacional.

A Italia foi o primeiro pais a implementar um plano de certificacdo para o
cultivo de oliveiras, sendo obrigatério que a producdo e comercializacdo de materiais de
propagacao preencha os requisitos estabelecidos pelo decreto italiano de 14 de abril de
1997 (Italia, 1997), em conformidade com Diretiva 92/34/CEE (Unido Europeia, 2008).
De acordo com esta lei, a avalia¢do do tipo de planta e a certificacdo do estado sanitario
dos materiais de propagacdo de oliveiras sdo obrigatdrias e as plantas sdo certificadas
como CAC (Conformitas Agraria Communitatis). Na It&lia, em um primeiro momento,
as plantas certificadas deveriam estar livres de patégenos como Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi, Verticillium dahliae e todas as viroses conhecidas. No
entanto, varios aspectos ndo bem definidos, relativos aos procedimentos para inspegdes
e controles, levando a interpretacdes erroneas e a aplicacdo heterogénea da lei nas
diferentes regides do pais, além da obrigatoriedade na analise de todas os virus descritos
no ano de 1997, fez com que o decreto fosse revisto e atualizado nos ultimos anos
(Albanese et al., 2012).
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Na Espanha, antes da elaboracdo do plano de certificacdo, seguia-se as normas
previstas pelas diretivas da unido europeia e, somente em 1999, buscando dispor de uma
base sélida de referéncia e fomentar a qualidade dos materiais de multiplicacdo
utilizados, criaram uma norma de certificacdo e regulamento técnico, embasado no real
decreto 1678/1999 de 29 de outubro do Ministério da Agricultura espanhol (Espanha,
1999). As plantas de oliveiras certificadas inicialmente deviam estar livres do fungo
Verticillium dahliae, da bactéria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi e de quatro
virus (CMV, CLRV, SLRSV e ArMV). O regulamento técnico foi modificado em 2016,
excluindo o CMV e a Pss do real decreto (Espanha, 2016).

A Argentina foi o primeiro pais na américa a elaborar um programa de
certificacdo de oliveiras. Em 2000, a Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentacion, através da resolucdo 811/2000 (ARGENTINA, 2000), regulamentou a
producdo e certificagdo de mudas de oliveira, que em aspectos produtivos ndo difere
muito da aplicada na Espanha. As plantas de oliveira produzidas devem estar livres dos
patdgenos Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, Agrobacterium tumefaciens,
Verticillium dahliae, Phytophthora cinnamomi, Cercospora cladosporioides,
Cycloconium oleaginum. A certificacdo na Argentina ndo considera nenhum dos virus
descritos em plantas de oliveiras.

A ampla distribuicdo do cultivo e a crescente demanda por materiais
propagativos de oliveiras tem elevado a preocupacdo com programas gque garantem a
qualidade destes materiais em diferentes paises. No Brasil, ndo ha um programa de
certificacdo genética e fitossanitaria regulamentado pelo governo federal, apenas
programas regionais que visam orientar produtores e viveiristas de acordo com a
demanda de cada estado. Porém, tais programas ndo definem normas e, principalmente,
a obrigatoriedade na andlise sanitaria do material vegetal propagado e comercializado,
ficando a critério de cada produtor. O potencial produtivo da olivicultura no Brasil e a
concorréncia dos produtos gerados requerem o uso de mudas certificadas como critérios
de qualidade no mercado mundial (PRO-OLIVA, 2020).

2.6 Referéncias

AHANGARAN, A. et al. The first report of detection of a phytoplasma in olive trees in a
botanic collection in Iran. Communications in Agricultural and Applied Biological Sciences,
Gent, v. 7, p. 1133-1138, 2006.



26

ALBANESE, G.; SAPONARI, M.; FAGGIOLLI, F. Phytosanitary certification. In:
MUZZALUPO, I. Olive germplasm: the olive cultivation, table olive and olive oil industry in
Italy. London: InTech Open, 2012. cap. 6, p. 107-132.

ALMEIDA, M. R.; LIMA, J. A. A. Técnicas soroldgicas aplicadas a fitopalogia 3.4.2: difusdo
dupla em angar. In: ALMEIDA, M. R.; LIMA, J. A. A. Principios e técnicas de diagnose
aplicada em virologia. Londrina: Embrapa Soja, 2001. p. 45-50.

AL RWAHNIH, M. et al. Characterization of latent viral infection of olive trees in the National
clonal germplasm repository in California. Journal of Plant Pathology, Pisa, v. 93, n. 1, p.
227-231, 2011.

ARGENTINA. Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion. Calidad y Sanidad
Vegetal - Resolucion 811/2000, 17 nov. 2000. Apruébanse las Normas para la Produccion,
Comercializacion e Introduccion de Plantas de Vivero de Olivo o sus Partes. Organismos
competentes en la materia. Boletin Oficial de La Republica Argentina: primera seccion,
Buenos Aires, n. 29.533, 24 nov. 2000. Disponivel em;
https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/resoluci%C3%B3n-811-2000-65125/texto.
Acesso em: 5 abr. 2020.

AUSTRALIA. Subcommitte on Plant Health Diagnostic Standards. National diagnostic
protocol for Cherry leaf roll virus (CLRV) for cherry and walnut strains: NDP 10 V2.
Australia, 2018. Disponivel em:
https://www.plantbiosecuritydiagnostics.net.au/app/uploads/2018/11/NDP-10-Cherry-leaf-roll-
virus-cherry-and-walnut-strains-V2.pdf. Acesso em: 13 mar. 2024.

BEDENDQO, I. P. Fitoplasmas e espiroplasmas. In: AMORIN, L.; REZENDE, J. A. M.;
BERGAMIN FILHO, A. Manual de fitopatologia: principios e conceitos. Sao Paulo:
Agrondmica Ceres, 2011. p. 255-270.

BERTOLINI, E. et al. Virosis del olivo detectadas en Espafia. Nuevos métodos de diagndstico.
Phytoma Espafia, Valencia, v. 102, p. 191-193, 1998.

BERTOLINI, E. et al. Single-step multiplex RT-PCR for simultaneous and colourimetric
detection of six RNA viruses in olive trees. Journal of Virological Methods, Amsterdam, v.
96, p. 33-41, 2001.

BERTOLINI, E. Virosis e bacterosis del olivo: deteccion seroldgica e molecular. 2003. Tesis
(Doutorado Ingeniaria Agronémica) - Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos,
Universidad Politécnica de Valencia, Valencia, 2003a.

BERTOLINI, E. et al. Multiplex nested reverse transcription-polymerase chain reaction in a
single tube for sensitive and simultaneous detection of four RNA viroses and Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi in olive tree. Phytopathology, St. Paul, v. 93, n. 3, p. 286-292,
2003b.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Abastecimento e Pecuaria. Sumarios executivos de
produtos agricolas. Brasilia, DF: MAPA, 2020. Disponivel em:
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/politica-agricola/todas-publicacoes-de-politica-
agricola/sumarios-executivos-de-produtos-agricolas. Acesso em: 31 mar. 2020.

CAGLAYAN, K.; FAGGIOLI, F.; BARBA, M. Viruses, phytoplasmas and diseases of
unknown etiology of olive trees. In: HADIDI, A. et al. Virus and virus-like diseases of pome
and stone fruits. St. Paul: APS, 2011. cap. 53, p. 289-297.



27

CAMPQOS, M. D. et al. Establishment of a sensitive gPCR methodology for detection of the
olive-infecting viruses in portuguese and tunisian orchards. Frotiers in Plant Science,
Lausanne, v.10, [art.] 694, [p.1-7], 20109.

CANTO, T. et al. Characterizations of Cucumber mosaic virus. Virology, London, v. 237, p.
237-248, 1997.

CAPPELLARO, T. H. et al. Cultivares. In: COUTINHO, E. F. et al (ed.). Cultivo de oliveira
(Olea europaea L.). Pelotas: Embrapa Clima Temperado, 2009. cap. 13. p. 41-46. Disponivel
em: https://www.researchgate.net/profile/Margarete-Nicolodi-
2/publication/267626833_Solos/links/545449d40cf2cf51647c2cfb/Solos.pdf. Acesso em: 12
mar. 2023.

CAPPELLARO, T.H. Cultiveres. In: COUTINHO, E. F. et al. (ed.). Oliveira: aspectos técnicos
e cultivo no sul do Brasil. Pelotas: Embrapa Clima Temperado, 2015. p. 57-86.

CAPOTE, N. et al. Direct sample preparation methods for the detection of Plum pox virus by
real-time RT-PCR. International Microbiology, Berlin, v. 12, p. 1-6, 2009.

CARDOSOQ, J. M. S. et al. The complete genome sequence of a new Necrovirus isolated from
Olea europaea L. Archives of Virology, Wien, v. 150, p. 815-823, 2005.

CHLIYEH, M. et al. Inventory and world geographical distribution of the olive tree (Olea
europaea L.) diseases caused by viruses, bacteria and phytoplasma. International Journal of
Environment, Agriculture & Biotechnology, New Delhi, v. 2, p. 1410-1440, 2017.

CIVANTOS, L. La olivicultura en el mundo y Espafia. In: BARRANCO, D. R.; FERNANDEZ-
ESCOBAR, L.; RALLO, L. (ed.). El cultivo del olivo. Madri: Mundi Prensa, 1998. p. 17-31.

CIFCI, O.; SERCE, C. U. Research on the presence of some viruses in olive orchards using
serological and molecular techniques in Mardin province of Turkey. Bitki Koruma Bilteni,
Ankara, v. 54, n. 3, p. 233-246, 2014.

CLARK, M. F.; ADAMS, A. N. Characteristics of the microplante method of enzyme-linked
immunosorbent assay for the detection of plant viruses. The Journal of General Virology,
London, v. 34, n. 3, p. 475-483, 1977.

COLETTA-FILHO, H. D. et al. First report of olive leaf scorch in Brazil, associated with
Xylella fastidiosa subsp. pauca. Phytopathologia Mediterranea, Bologna, v. 55, n. 1, p. 130-
135, 2016.

DEL SERRONE, P. et al. Fitoplasmi associati a scopazzi dell’olivo. Petria, Roma, v. 6, p. 83-
88, 1966.

EL-MORSY SH, I. et al. Molecular identification of Strawberry latent ring spot virus (SLRSV)
in Egypt. Journal of Basic and Environmental Sciences, Egypt, v. 4, p. 24-33, 2017.

EPPO - EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION.
EPPO Standards: Diagnostics: PM 7/98 (2) Specific requirements for laboratories preparing
accreditation for a plant pest diagnostic activity. EPPO Bulletin, Oxford, v. 44, n. 2, p. 117-
147, Aug. 2014.

EPPO - EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION.
Xylella fastidiosa subsp. pauca (XYLEFP) — Distribution. [Data sheets EPPO Data Base].



28

[Paris]: EPPO, 2019. Disponivel em: https://gd.eppo.int/taxon/XY LEFP/distribution. Acesso
em: 15 abr. 2020.

EPPO - EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION.
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (PSDMSA) — Photos. [Data sheets EPPO Data Base].
[Paris]: EPPO, 2020c. Disponivel em: https://gd.eppo.int/taxon/PSDMSA/photos. Acesso em:
25 abr. 2020.

EPPO - EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION.
Nepovirus arabis (ARMV00) — Overview. [Data sheets EPPO Data Base]. [Paris]: EPPO,
2020a. Disponivel em: https://gd.eppo.int/taxon/ARMV00. Acesso em: 2 mar. 2020.

EPPO - EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION.
Stralarivirus fragariae (SLRSVO0) — Overview. [Data sheets EPPO Data Base]. [Data sheets
EPPO Data Base]. [Paris]: EPPO, 2020b. Disponivel em: https://gd.eppo.int/taxon/SLRSVO.
Acesso em: 2 mar. 2020.

ESPANA. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion. Real Decreto 1678/1999 de 29 de
octubre 1999. Por el se modifica el Real Decreto 929/1995 de 9 de junio, por el que se aprueba
el regulamento técnico de control y certificacion de plantas de viveiro de frutales. Boletin
Oficial del Estado, Madrid, n. 276, p. 40077-40079, 29 oct. 1999.

ESPANA. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion. Real Decreto de 9 de junio
929/1995. Por el que se aprueba el reglamento técnico de control y certificacion de plantas de
vivero de frutales. Boletin Oficial del Estado, Madrid, n. 141, 15 jun. 1995.

FAGGIOLLI, F. et al. Detection of Strawberry latent ringspot virus in leaves of olive trees in
Italy using one-step RT-PCR. Journal of Phytopathology, Berlin, v. 150, p. 636-639, 2002.

FAGGIOLLI, F. et al. Distribution of olive tree viruses in Italy as revealed by one-step RTPCR.
Journal of Phytopathology, Berlin, v. 87, p. 49-55, 2005.

FAGGIOLLI, F. Sanitary selection of olive (Olea europaea L.) cultivars for worldwide
distribution. Asian Journal of Plant Pathology, Faisalabad, v. 11, p. 28-34, 2017.

FIGUEIRA, A. R. Manejo de doencas virdticas. Lavras: UFLA/FAEPE, 2000.

FILIPPINI ALBA, J. M. et al. Zoneamento edafoclimatico da olivicultura para o Rio Grande do
Sul. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 23., 2014, Cuiaba. Anais.
Cuiaba: SBF, 2014. p. 1-4. Disponivel em:
https://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/bitstream/doc/995817/1/JoseFilipiniTRA3108.pdf.
Acesso em: 12 mar. 2020.

FIRRAO, G. ‘Candidatus Phytoplasma’, a taxon for the wall-less, non-helical prokaryotes that
colonize plant phloem and insects. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, Reading, v. 54, p. 1243-1255, 2004.

FONTANA, A. et al. Impact of Olive leaf yellowing associated virus on olive (Olea europaea
L.) oil. European Journal of Lipid Science and Technology, Weinheim, v. 121, n. 4, [art.]
18000472, [p. 1-4], 2019.

FELIX, M. R.; CLARA, M. I. Two necrovirus isolates with properties of Olive latent virus 1
and of Tobacco necrosis virus from olive in Portugal. Acta Horticulturae, The Hague, v. 586,
p. 725-728, 2002.



29

FELIX, M. R.; CLARA, M. I. E. Characterization of viruses occurring in Olea europaea L. In:
RAO, G. P.; VALVERDE, A.; KATIS, C. I. Techniques in diagnosis of plant viruses.
Lanham: Studium Press, 2006. p. 173-216.

FELIX, M. D. R.; VARANDA, C. M. R.; CLARA, M. I. E. Biology and molecular
characterization of necroviruses affecting Olea europaea L.: a review. European Journal of
Plant Pathology, Dordrecht, v. 133, p. 247-259, 2011.

FERREIRA, J. Identificacdo molecular de um fitoplasma associado a arvores de oliveira
com sintoma de vassoura-de-bruxa. 2017. Dissertacdo (Mestrado) - Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2017.

FUNDECITRUS - FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA. Clorose variegada dos
citros. Araraquara: Fundecitrus, 2020. Disponivel em:
https://www.fundecitrus.com.br/doencas/cvc. Acesso em: 5 abr. 2020.

GALLITELLI, D.; SAVINO, V. Olive latent virus 1. A single-RNA spherical virus isolated
from olive in Apulia (southern Italy). Annals of Applied Biology, Warwickshire, v. 106, p.
295-303, 1985.

GRIECO, F.; PARRELLA, G.; VOVLAS, C. An isolate of Olive latent virus 2 infecting castor
bean in Greece. Journal of Plant Pathology, Pisa, v. 84, p. 129-131, 2002.

HATZOPOULOS, P. Breeding, molecular markers and molecular biology of the olive tree.
European Journal Lipid Science and Technology, Weinheim, v. 104, p. 574-586, 2002.

HIGUCHI, R. et al. Kinetic PCR analysis: real-time monitoring of DNA amplification
reactions. Biotechnology, New York, v. 11, n. 9, p. 1026-1030, 1993.

HREN, M. et al. Real-time PCR detection systems for Flavescence dorée and Bois noir
phytoplasmas in grapevine: comparison with conventional PCR detection and application in
diagnostics. Plant Pathology, Oxford, v. 56, p. 785-796, 2007.

IAS - INSTITUTO DE AGRICULTURA SOSTENIBLE. Situacion actual y avances
cientificos en el patosistema Xylella fastidiosa/olivo. Cérdoba: 1AS, 2019.

IOC — INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL. Table olivea. Madrid: 10C, 2020. Disponivel
em: http://www.internationaloliveoil.org/. Acesso em: 2 mar. 2020.

IBRAOLIVA - INSTITUTO BRASILEIRO DE OLIVICULTURA. Alguns nameros do
mercado oleicola no Brasil. Porto Alegre: Ibraoliva, 2020. Disponivel em:
https://www.ibraoliva.com.br/. Acesso em: 21 fev. 2020.

ITALIA. Ministero delle Risorse Agricole, Alimentari e Forestali. Decreto Ministeriale 14
aprile 1997. Recepimento delle direttive della Commissione n. 93/48/CEE del 23 giugno 1993,
n. 93/64/CEE del 5 luglio 1993 e n. 93/79/CEE del 21 settembre 1993, relative alle norme
tecniche sulla commercializzazione dei materiali di moltiplicazione delle piante da frutto e delle
piante da frutto destinate alla produzione di frutto. Gazzetta Ufficiale della Repubblica
Italiana: Serie Generale, Roma, n. 126, 2 giugno 1997. Suppl. Ordinario n.112. Disponivel em:
https://www.gazzettaufficiale.it/eli/id/1997/06/02/097A3754/sg. Acesso em: 15 abr. 2020.

JANSE, J. D.; OBRADOVIC, A. Xylella fastidiosa: its biology, diagnosis, control and risks.
Journal of Plant Pathology, Pisa, v. 92. p. 35-48, 2010.



30

JONES, R. A. C. et al. Cucumber mosaic virus infection of chickpea stands: temporal and
spatial patterns of spread and yield-limiting potential. Plant Pathology, Oxford, v. 57, p. 842-
853, 2008.

LEITAO, F. et al. Seleccion clonal y sanitéria de 10 cultivares de Olea europaea L. en el sur de
Portugal. Olivae, Madrid, v. 66, p. 51-53, 1997.

LOCONSOLE, G. et al. Interlaboratory validation of PCR-based protocol for detection of olive
viruses. EPPO Bulletin, Paris, v. 40, p. 423-428, 2010.

LOPEZ, M. M. et al. Innovative tools for detection of plant pathogenic viruses and bacteria.
International Microbiology, Berlin, v. 6, p. 233-243, 2003.

LOPEZ, M. M. et al. Are molecular tools solving the challenges posed by detection of plant
pathogenic bacteria and viruses? Current Issues Molecular Biology, Wymondham, v. 11, n. 1,
p. 13-46, 20009.

LUIGI, M. et al. Detection of viruses in olive trees in Croatian Istria. Phytopathologia
Mediterranea, Bologna, v. 50, p. 150-153, 2011.

LUTHY, P. et al. Morphology and in vitro cultivation of the bacterial symbiote of Dacus oleae.
Journal of the Swiss Entomological Society, Zirich, v. 56, p. 67-72, 1983.

MACKAY, I. M. et al. Real-time PCR: history and fluorogenic chemistries. In: MACKAY, I.
M. (ed.). Real-time PCR in microbiology: from diagnosis to characterization. Norfolk: Caister
Academic Press, 2007. p. 1-40.

MARTELLI, G. P. et al. Properties of a citrus isolate of Olive latent virus 1, a new necrovirus.
European Journal of Plant Pathology, Dordrecht, v. 102, p. 527-536, 1996.

MARTELLLI, G. P. Malattie infettive. In: FIORINO, P. (ed.). Olea: trattato di olivicoltura.
Bologna: Edagricole, 2003. p. 449-457.

MARTELLI, G. P. A brief outline of infectious diseases of olive. Palestine Technical
University Research Journal, Tulkarm, v. 1, p. 1-9, 2013.

MATERAZZI, A. et al. On the presence of a new isometric virus in Olea europaea L. In:
CONVEGNO ANNUALE DELLA SOCIETA ITALIANA DI PATOLOGIA VEGETALE,
1996, Udine. Atti. Pisa: Universita di Pisa,1996. p. 57-59.

MAZYAD, A. A. et al. Characterizations of Strawberry latent ringspor virus (SLRSV) on
strawberry in Egypt. Egyptian Journal of Virology, Cairo, v. 11, n. 2, p. 219-235, 2014.

MENEZES, E. G. Olivicultura “Made in Brazil” - Tecnologia e inovacdo a servico da
qualidade. In: FRUTITEC, 2016, Lisboa. [Trabalhos apresentados]. [Lisboa: AJAP, 2016].
[Trabalho apresentado na Mostra Profissional de Maquinas, Equipamentos, Produtos e
Tecnologia para Fruticultura e Horticultura]. Disponivel em: http://www.frutitec.com.br/.
Acesso em: 29 fev. 2020.

NERODI, R. C. Deteccéo e identificacdo molecular de fitoplasmas associados ao amarelo
da videira. 2004. Dissertacdo (Mestrado Engenharia Agrondmica) - Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2004.



31

NGUYEN, K. A.: FORSTER, H.; ADASKAVEG, J.E. Genetic diversity of Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi in Califérnia and characterization of epidemiological factor for olive
knot development. Plant Disease, St. Paul, v. 102, n. 9, p. 1-28, 2018.

NUNNEY, L. et al. Detecting genetic introgression: high levels of intersubspecific
recombination found in Xylella fastidiosa in Brazil. Applied and Environmental
Microbiology, Washington, DC, v. 78, n. 13, p. 4702-4714, 2012.

OLIVEIRA, T. M. S. PCR em tempo real: métodos e aplicagdes. 2010. Tese (Doutorado) -
Departamento de Biologia, Universidade de Aveiro, Aveiro, 2010.

OSMAN, F. Comparison of low-density arrays, RT-PCR and real-time TagMan® RT-PCR in
detection of grapevine viruses. Journal of Virological Methods, Amsterdam, v. 149, p. 292-
299, 2008.

OUYANG, P. et al. Enhanced reliability and accuracy for field deployable bioforensic detection
and discrimination of Xylella fastidiosa subsp. pauca, causal agent of citrus variegated chlorosis
using razor ex technology and tagman quantitative PCR. PLOS One, San Francisco, v. 8, n. 11,
[art.] 81647, [p. 1-13], 2013.

PASQUINI, G. et al. Molecular characterization of phytoplasmas affecting olive trees (Olea
europea L.) in Italy. Journal of Plant Pathology, Pisa, v. 82, p. 213-219, 2000.

PELT-VERKUIL, E.; VAN BELKUM, A.; HAYS, J. P. Principles and technical aspects of
PCR amplification. Dordrecht: Springer, 2008. 332 p.

PENSO, G. A. et al. Propagagédo de oliveira ‘Koroneiki’ pelo método de estaquia em diferentes
épocas, concentracdes de AIB e presenca de folhas. Revistas Ceres, Vigosa, MG, v. 63, n. 3, p.
355-360, 2016.

PRO-OLIVA - PROGRAMA ESTADUAL DE OLIVICULTURA. Situagéo atual —
Olivicultura do RS. Porto Alegre: Pr6-Oliva, 2020. Disponivel em:
https://www.agricultura.rs.gov.br/pro-oliva. Acesso em: 12 jan. 2020.

QUEIROZ-VOLTAN, R. B. et al. Aspectos estruturais de cafeeiro infectado com Xylella
fastidiosa. Bragantia, Campinas, v. 57, n. 1, p. 23-33, 1998.

QUEIROZ-VOLTAN, R. B.; CABRAL, L. P.; PARADELA FILHO, O. Comparacdes sazonais
do efeito de Xylella fastidiosa em cultivares de cafeeiro. Bragantia, Campinas, v. 63, n. 3, p.
381-393, 2004.

QUESADA, J. M. et al. Recovery of Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi from
symptomless shoots of naturally infected olive trees. International Microbiology, Berlin, v.
10, p. 77-84, 2007.

RAMOS, C. et al. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi: some like it knot. Molecular Plant
Pathology, Oxford, v. 13, n. 9, p. 998-1009, 2012.

REBENSTORF, K. et al. Host species-dependent population structure of a pollen-borne plant
virus, Cherry leaf roll virus. Journal of Virology, Washington, DC, v. 80, p. 2453-2462, 2006.

ROSA, F. Reuniao técnica nacional de olivicultura em Bagé. Porto Alegre: EMATER/RS, 8
nov. 2012. Disponivel em: http://www.emater.tche.br./site/noticias/noticia.php?id=15691.
Acesso em: 28 jan. 2019.



32

RUMBOU, A.; VON BARGEN, S.; BUTTNER, C. A model system for plant-virus interaction-
infectivity and seed transmission of Cherry leaf roll virus (CLRV) in Arabidopsis thaliana.
European Journal of Plant Pathology, Dordrecht, v. 124, p. 527-532, 2009.

SABANADZOVIC, S. et al. Partial molecular characterization and RT-PCR detection of a
putative closterovirus associated with leaf yellowing. Journal of Plant Pathology, Pisa, v. 81,
p. 37-45, 1999.

SAIKI, R. K. et al. Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and restriction
site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science, Washington, DC, v. 230, p. 1350-
1354, 1985.

SAPONARI M. et al. Diagnosi di virus dell’olivo mediante limpiego degli RNA a doppia elica.
In: PROGETTO POM A, 32., 2001, Locorotondo. Atti. [S. I.: s. n.], 2001. p. 793-797.

SAPONARI, M. et al. Identification of DNA sequences related to Xylella fastidiosa in oleander,
almond and olive trees exhibiting leaf scorch symptoms in Apulia (southern Italy). Journal of
Plant Pathology, Pisa, v. 95, n. 3, p. 659-668, 2013.

SAVINO, V. et al. Two nepovirus isolated from olive in Italy. Phytopathologia Mediterranea,
Bologna, v. 18, p. 135-142, 1979.

SAVINO, V.; GALLITELLI, D. Cherry leaf roll virus in olive. Phytopathologia
Mediterranea, Bologna, v. 20, p. 202-203, 1981.

SAVINO, V.; GALLITELLI, D. Isolation of Cucumber mosaic virus from olive in Italy.
Phytopathologia Mediterranea, Bologna, v. 22, p. 76-77, 1983.

SAVINO, V. et al. Olive latent virus 2, a newly recognized virus with a differently shaped
particle. In: CONGRESS OF THE MEDITERRANEAN PHYTOPATHOLOGICAL UNION.,
6., 1984, Cairo, Egypt. Proceeding of the [...]. [S.l.: s.n.], 1984. p. 24-26.

SAVINO, V. et al. Due giallumi di possibile origine virale in Sicilia. Informatore
Fitopatologico, Bologna, v. 46, n. 5, p. 55-59, 1996.

SICARD, A. et al. Xylella fastidiosa: Insights into an emerging plant pathogen. Annual Review
of Phytopathology, Palo Alto, v. 56, p. 181-202, 2018.

SMITH, E. F. Pathogenicity of the olive knot organism on hosts related to the olive.
Phytopathology, St. Paul, v. 12, p. 271-278, 1920.

TAJADINI, M. et al. Comparison of SYBR Green and TagMan methods in quantitative real-
time polymerase chain reaction analysis of four adenosine receptor subtypes. Advanced
Biomedical Research, Isfahan, v. 3, [art.] 85, 2014.

TEGLLI, S. et al. Development of a versatile tool for the simultaneous differential detection of
Pseudomonas savastanoi pathovars by End Point and Real-Time PCR. BMC Microbiology,
London, v. 10, [art.] 156, [p. 1-14], 2010.

TRIOLO, E.; MATERAZZI, A.; TONI, S. An isolate of Tobacco mosaic tobamovirus from
Olea europea. Advances in Horticultural Science, Firenze, v. 10, p. 39-45, 1996.

UNIAO EUROPEIA. Directiva 2008/90/CE do Conselho de 29 de setembro de 2008. Relativa &
comercializacdo de material de propagacao de fruteiras e de fruteiras destinados a producéo de
frutos. Jornal Oficial da Unido Europeia, Bruxelas, L 268/8, 8 out. 2008. Disponivel em:



33

https://eur-lex.europa.eu/legal-content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:32008L0090. Acesso em: 13
mar. 2024.

VARANDA, C. M. R.; FELIX, M. R. F.; CLARA, M. |. E. DSRNA analysis and RT-PCR
assays to evaluate viral infections: the case of necroviruses in olive. Journal of Plant
Pathology, Pisa, v. 90, n. 2, p. 385, 2008.

VARANDA, C. M. R. et al. Multiplex RT-PCR for detection and identification of three
necroviruses that infect olive trees. European Journal of Plant Pathology, Dordrecht, v. 127,
p. 161-164, 2010.

VEGA-CELEDON, P. et al. Biosintesis de acido indol-3-acético y promocion del crescimento
de plantas por bactérias. Cultivos Tropicales, La Habana, v. 37, p. 33-39, 2016.

VILLA, P. El cultivo del olivo. Barcelona: Editoral De Vecchio, 2007.

WOO, E. N. Y.; CLOVER, G. R. G.; PEARSON, M. N. First report of Cherry leaf roll virus
(CLRV) in Malus domestica. Australasian Plant Disease Notes, Dordrecht, v. 7, p. 151-156,
2012.

WREGE, M. S. et al. Zoneamento agroclimatico para oliveira no estado do Rio Grande do
Sul. Pelotas: Embrapa Clima Temperado, 2009.

YOUSSEF, S. A. et al. Detection of olive tree viruses in Egypt by one step RT-PCR. Julius-
Kihn-Archiv, Quedlinburg, v. 427, p. 51-55, 2010.

YUAN, X. L. et al. Multilocus sequence typing of Xylella fastidiosa causing Pierce’s disease
and oleander leaf scorch in the United States. Phytopathology, St. Paul, v. 100, n. 6, p. 601-
611, 2010.



3 CAPITULO1

DESENHO E VALIDACAO DE INICIADORES E SONDAS PARA
DETECCAO DE VIRUS, BACTERIAS E FITOPLASMAS DA OLIVEIRA
POR PCR EM TEMPO REAL
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3.1 Introducéo

A oliveira (Olea europaea L.) é uma importante espécie arborea, originaria da
regido do Mediterraneo, que ao longo dos anos vem ganhando espago em diferentes
regidbes do mundo. Seus produtos finais, a azeitona e o0 azeite, possuem inlmeros
beneficios nutricionais a salde humana e animal, tornando-se uma opg¢do na
diversificacao de cultivos (Filippini-Alba et al., 2014).

Assim como em varios cultivos de importancia econémica, diversos patdogenos
podem infectar a oliveira, incluindo virus bacterias, fungos e fitoplasmas, causando
doencgas que interferem no desenvolvimento das plantas, desde a produgéo das mudas
até o plantio a campo. Cada um destes patdgenos, uns com maior severidade que outros,
afetam direta e indiretamente a producdo das plantas e causam perdas econémicas
significativas em diversas regides de cultivo no mundo. Em oliveiras sdo descritas 15
espécies de virus que, de modo geral, ocorrem de forma latente e assintomaticos, 0 que
dificulta a diagnose da doenga (Caglayan et al., 2011). O Arabis mosaic virus (ArMV),
0 Cherry leaf roll virus (CLRV), o Cucumber mosaic virus (CMV), o Strawberry
latente ringspot virus (SLRSV) e o Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV), sdo
alguns dos virus descritos em oliveira e inclusos nos principais programas de
certificagdo de mudas no mundo. A bactéria Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
(Pss), responsavel pela doenga conhecida como ‘tuberculose da oliveira’, causa
sintomas caracteristicos e bem definidos (Ramos et al.,, 2012). Outra doenca,
denominada ‘escaldadura das folhas da oliveira’, causada pela bactéria Xylella
fastidiosa subsp. pauca (Xfp), tem causado importantes perdas econémica devido a
severidade da doenca em oliveiras (Saponari et al., 2013). Também, os fitoplasmas da
oliveira sdo responsaveis por causar perdas econdmicas expressivas na cultura, dentre
0s varios sintomas descritos, 0 mais comum ¢ o ‘Vassoura-de-bruxa’ (Martelli, 2013),
principal caracteristica sintomatolégica para a deteccdo do patdgeno a campo. A
etiologia de algumas doencas ainda é desconhecida, outras ja bem definidas, porém,
estudos necessitam ser realizados para melhorar a deteccdo dos agentes causais e a
compreensdo da interagdo destes patdgenos com as oliveiras (Martelli, 2013).

A transmissdo destes patdgenos, em alguns casos, ocorre através de vetores
como insetos e nematoides, poréem, a forma mais eficiente de transmissao € atraves do
material propagativo infectado, (Albanese et al., 2012; Chliyen et al., 2017). Assim, a

certificacdo de mudas é importante para garantir a qualidade sanitaria do material
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propagado, principalmente no Brasil, j& que a cultura da oliveira esta se tornando
expressiva no pais.

Para a deteccdo e o diagnostico destes patdgenos, a utilizacdo de diferentes
técnicas laboratoriais foram implementadas ao longo dos anos, evoluindo desde
bioensaios, testes soroldgicos, até as modernas técnicas moleculares de deteccéo.
Inicialmente, os testes soroldgicos, como o ELISA, eram amplamente utilizados
(Cambra et al., 1996). Esta técnica € rapida e permite avaliar indmeras amostras em um
curto periodo de tempo (Lopez et al., 2003), porém, apresenta algumas limitacdes como
baixa sensibilidade, principalmente, na analise de plantas em periodo de repouso
vegetativo. Também a baixa especificidade e a presenca de inibidores no extrato da
planta reduzem a confiabilidade dos resultados (Bertolini et al., 2001). Em paralelo aos
testes soroldgicos, as técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) convencional, baseadas na amplificacdo de acidos nucleicos, foram sendo
amplamente utilizadas na deteccdo e diagndstico de patdgenos de plantas. Os ensaios
moleculares demonstraram maior sensibilidade, especificidade e versatilidade na
deteccdo de patogenos da oliveira, especialmente no caso dos virus (Bertolini, 2003).
Diversos trabalhos foram publicados utilizando a PCR convencional, para deteccdo de
virus no cultivo da oliveira. Consequentemente, novos virus foram detectados e também
mapeados quanto a prevaléncia e distribui¢cdo em diferentes locais do mundo (Bertolini
et al., 2003).

As técnicas baseadas na PCR também passaram a ser adotadas nos principais
programas de certificacdo de mudas de oliveira em varios paises, atestando a auséncia
dos principais patdgenos da cultura. Nos ultimos anos, uma variante da PCR
convencional, a PCR em tempo real, estd permitindo uma deteccdo mais sensivel,
especifica e confiavel nas analises de patdgenos vegetais. Além da melhora nos critérios
técnicos, esta técnica permite acompanhar os dados em tempo real, tornando o
diagndstico de patdgenos ainda mais rapido e confiavel (Capote et al., 2009; Lopez et
al., 2009). Vérios trabalhos publicados tém demonstrado a eficiéncia do uso desta
técnica na analise de patogenos em oliveiras (Tegli et al., 2010; Ouyang et al., 2013;
Campos et al., 2019).

A confiabilidade dos resultados com a utilizacdo de técnicas de deteccdo, tais
como a PCR em tempo real sdo de importancia na analise de patdgenos em plantas.
Assim, o processo de validagdo de meétodos é essencial para garantir a precisdo dos

dados obtidos e garantir que o processo adotado é adequado para a finalidade proposta
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(Lopez et al., 2009). Métodos ja desenvolvidos por 6rgaos oficiais como o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e instituigdes internacionais como a
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) e a International
Plant Protection Convention (IPPC) sdo disponibilizados podendo ser adotados e
verificados internamente por laboratorios e instituicdes seguindo as mesmas condi¢des
descritas.

Na auséncia destes métodos oficiais ou normalizados, ha a necessidade da
validacdo, a fim de estabelecer os critérios de aceitacdo e desempenho da técnica a ser
utilizada. Validar uma técnica significa comparé-la com outras ja estabelecidas ou de
referéncia “Gold Standard technique” mediante uma série de parametros. Deste modo,
pardmetros de desempenho como limite de detecgdo, Ct de corte ou “Cut off”,
sensibilidade, especificidade, acuracia, repetitividade e reprodutibilidade sdo calculados
e avaliados.

A sensibilidade de um teste de diagnostico é definido pela capacidade do mesmo
em detectar amostras ou plantas verdadeiramente infectadas, a especificidade, é a
probabilidade que o resultado de um teste seja negativo em uma planta ou amostra sadia
e a acuracia de um teste, é a correspondéncia entre resultados verdadeiramente positivos
e negativos, obtidos sob mesmas condi¢des de anélise (Altman & Bland 1994a; 1994b;
Cambra et al., 2016). A repetitividade € a capacidade de se encontrar o mesmo resultado
nas amostras analisadas, sob uma mesma rodada e mesmo método, em condicdes de
repetitividade, e a reprodutibilidade é a concordéncia entre os resultados de uma mesma
amostra, onde os testes séo realizados sob diferentes condi¢fes, tais como rodadas e
analistas. O limite de deteccdo (LD) é a sensibilidade analitica de um teste de
diagnostico, correspondendo a menor concentracdo de analito em uma amostra, que
produzira um resultado positivo que pode ser determinado com nivel aceitavel de
exatidao e precisdo (Fonseca Jr. et al., 2015; EPPO, 2018). O Cycle threshold (Ct) de
corte ou Cut-off, corresponde ao maior valor de Ct obtido em todas as diluigbes no LD
do alvo e ndo observadas nos nao-alvos, € estabelecido conforme haja necessidade,
principalmente, onde se observa presenca de amplificacbes nos patdgenos ndo-alvos,
que geralmente atribui-se ao inadequado desenho dos primers e/ou sonda e/ou
contaminacdes, ou problemas na fluorescéncia (Caraguel et al., 2011).

No Brasil, a auséncia de um programa de certificagdo especifico para plantas
de oliveira ndo garante a qualidade do material introduzido, produzido e ou propagado

para cultivo. A auséncia de tecnicas sensiveis de deteccdo de patdgenos e de criterios de
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amostragem definidos para auxiliar no conhecimento do estado fitossanitario do
material proveniente de viveiros, dificulta a fiscalizagdo do comércio de mudas e limita
a realizacdo de um programa de qualidade sanitaria. Assim, os objetivos deste trabalho
foram desenvolver e validar técnicas de deteccdo baseados em PCR em tempo real para
0s principais patdgenos da oliveira transmitidos por material propagativo, e determinar
a prevaléncia dos patégenos, de forma a conhecer o estado sanitario do material vegetal

propagativo em viveiros e plantios comerciais.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Desenho de iniciadores e sondas

Foram obtidas sequéncias nucleotidicas disponiveis nas bases de dados do
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dos virus ArMV, CLRV, CMV e SLRSV. Com o
auxilio dos softwares BLAST 2.0 e Geneious (Drummond et al., 2010), as sequéncias
foram alinhadas e comparadas para determinar as regides mais conservadas. O desenho
de iniciadores e sondas TagMan para PCR em tempo real foi realizada no programa
Primer Express 2.0 (Applied Biosystem). As sequéncias utilizadas para o desenho dos
iniciadores e sondas obtidas no NCBI foram AY017339 (ArMV); S84125.1 (CLRV);
D28489.1 (CMV) e HM591197 (SLRSV). Para Xfp, foram utilizados iniciadores e
sondas descritos por Harper et al. (2010); EPPO (2016), para a Pss, os iniciadores e
sonda descritos por Tegli et al. (2010), e para fitoplasmas foram utilizados os
iniciadores e sonda descritos por Hren et al. (2007).

3.2.2 Condicdes de amplificacdo

Para a realizacdo da RT-PCR em tempo real utilizando os iniciadores e sondas
desenhados para os virus ArMV, CLRV, CMV e SLRSV foram utilizados os seguintes
reagentes: agua ultrapura, 1x master mix (GoTaq Probe gPCR Master Mix 2x,
Promega), 1x RT Mix (GoScript 1-Step RT-gPCR 50x, Promega), 0,5 uM dos
iniciadores forward (F) e reverse (R) (0,1 uM da sonda (P) (Macrogen, EUA) e 2 pl de
RNA (amostra), em um volume final de 12 pL. As reacfes foram realizadas no
termociclador StepOne Plus® (Applied Biosystems) nas condicdes: 1 ciclo: 45°C a 15
min e 95 °C a 2 min; 40 ciclos: 95°C a 15 s e 60°C a 45 s. Para os iniciadores e sonda do
CLRV, as condiges foram: 1 ciclo: 45°C a 15 min 95 °C a 2 min; 40 ciclos: 95°C a 15 s

e 62°C a 45 s. A PCR em tempo real para Xfp, foi realizada com as condicOes descritas
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por Harper et al. (2010), para Pss foram utilizadas as condic¢des descritas por Tegli et al.
(2010) e para os fitoplasmas (Fit), foram utilizadas as condi¢des descritas por Hren et
al. (2007). Os produtos das reacbes de PCR em tempo real foram analisados com a
utilizacao do software StepOne™. Todos os ensaios foram realizados no Agronémica

Laboratorio de Diagndstico Fitossanitario e Consultoria. Porto Alegre, RS.

3.2.3 Obtencdo de extrato vegetal

Para a obtencdo dos extratos foram coletados brotos do ano de uma planta de
oliveira do cultivar Arbequina na Estagdo Experimental Agronémica (EEA) da UFRGS
em Eldorado do Sul, RS, cadastro no SISGEN n° ABC9B54. Um grama do material
vegetal foi macerado em bolsas plasticas individuais contendo tampdo de extracdo
fosfato (PBS, pH = 7,4 + 0,2% dietilditiocarbamato de sodio - DIECA + 2% PVP) (na
proporcdo 1 peso: 10 volumes). Posteriormente, foram transferidos para microtubos de
1,5 mL, identificados e conservados a -20°C até sua utilizacdo. As amostras foram
processadas no Laboratério de Virologia Vegetal da Faculdade de Agronomia da
UFRGS.

3.2.4 Obtencéao dos controles positivos
Os controles positivos utilizados para a validacdo e verificacdo dos métodos
de deteccdo foram obtidos em cole¢cbes como a DSMZ German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Alemanha, do IVIA da Espanha, da ESALQ
em SP e materiais de referéncia internos do Laboratério Agronémica conforme descrito

na Tabela 1.

TABELA 1. Materiais de referéncia utilizados na validagdo para a detec¢do dos patdégenos alvos
em plantas de oliveiras por RT-PCR.

Pat6genos Provedor Materiais

Xylella fastidiosa subsp. pauca Agrondmica, RS Extrato vegetal de folhas
de citros infectadas

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi IVIA, Espanha Colbnia bacteriana
(Pss)
Fitoplasmas ESALQ, SP brotos de oliveiras

infectados
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continuacdo TABELA 1. Materiais de referéncia utilizados na validacao para a deteccéo dos
patogenos alvos em plantas de oliveiras por RT-PCR.

Pseudomonas syringae pv. syringae Agrondmica, RS Colénia bacteriana

(Psv)**

Arabis mosaic virus (ArMV) DSMZ Extrato vegetal liofilizado

Cherry leaf roll virus (CLRV) DSMZ Extrato vegetal liofilizado

Cucumber mosaic virus (CMV) Agrondmica, RS Extrato vegetal de tabaco

Strawberry latent ringspot virus IVIA, Espanha RNA de sementes de salsa

(SLRSV)*

Extrato de oliveira EEA/UFRGS, RS Extrato vegetal de brotos
de oliveira

*Nao foi submetido a validacdo de métodos, devido a pequena quantidade de controle positivo adquirida.

**Foi utilizada somente como ndo alvo nos protocolos de verificacdo da Xfp, Pss e Fitoplasmas.

3.2.5 Extracao de acidos nucléicos

Para a extracdo e purificacdo de &cidos nucléicos, foram utilizados 200 pL de
extrato de oliveira e extrato vegetal infectado com CMV, Xfp e fitoplasmas, e 100 mg
de extrato vegetal liofilizado para 0 ArMV e CLRV. Foi realizada uma suspensdo
concentrada da coldnia bacteriana de Psv e Pss utilizando tampéo fosfato (PBS, pH =
7,4), posteriormente, fervura a 95 °C por 10 min e foi utilizado 200 pL para extracdo de
DNA. Os kits comerciais SV Total RNA Isolation System (Promega) e Wizard
Genomic DNA Purification (Promega), foram utilizados para purificacdo de RNA e
DNA, respectivamente, seguindo recomendac¢des do fabricante. No final, as amostras
foram eluidas/ressuspendidas em 100 pL de &gua ultrapura e DNA Rehydration
Solution, respectivamente. A integridade e a concentracdo do DNA da Xfp e Pss foram
avaliadas utilizando o espectrofotometro NanoDropTM ND-1000 (Thermo Scientific,
New Hampshire, EUA). A concentracdo de DNA da Xfp e Pss foram ajustadas para 100
a 200 ng e 50 ng pL?, respectivamente, utilizando DNA de oliveira como diluente. O
DNA e RNA foram armazenados a -20°C até a analise.

3.2.6 Obtencéo do Limite de Deteccdo (LD)
Para estabelecer o limite de deteccdo (LD), foram realizadas dilui¢cBes seriadas
de cada controle positivo dos patogenos alvos (ArMV, CLRV, CMV, Xfp e Pss), para o

fitoplasma foi utilizada a diluicdo de 1:1, sendo utilizado RNA ou DNA de oliveira
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como diluente. As diluicdes seriadas foram de 10° a 10 com 7 repeticdes, para cada
patdgeno alvo. Posteriormente, as diluicGes foram submetidas a PCR em tempo real.
Para os patdgenos Xfp, Pss e fitoplasmas foram realizadas apenas uma
purificacdo de DNA pelo analista 1, e esta purificacdo foi utilizada nas dilui¢bes
seriadas (DNA alvo + DNA oliveiras). Ja para os patégenos ArMV, CLRV e CMV
foram realizadas duas purificacbes de RNA, uma realizada pelo analista 1 e outra
realizada pelo analista 2, e cada analista realizou suas dilui¢Bes seriadas (RNA alvo +
RNA oliveiras), de forma a obter o mesmo LD e garantir a reprodutibilidade, uma vez
que, trata-se de uma validacdo de métodos, devido a confeccdo de um novo protocolo
de deteccdo destes virus em oliveiras. Também foram incluidas nas analises, 0s
controles negativos: branco da extracdo, no qual utilizou-se 200 pL de &gua ultrapura no
lugar da amostra, o branco do ambiente, onde um microtubo contendo 200 pL de &4gua
utltrapura foi deixado aberto durante toda a purificacdo de DNA/RNA e o branco da
reacdo, no qual foi utilizado 2 pL de agua ultrapura como amostra na etapa de PCR e

RT-PCR em tempo real.

3.2.7 Avaliacdo dos parametros de desempenho da técnica da PCR em
tempo real

A partir do limite de deteccdo (LD) estabelecido referente a cada patogeno
alvo, foram realizadas PCR em tempo real em triplicata de 14 amostras (7 amostras
sabidamente positivas e 7 amostras sabidamente negativas) em dois dias diferentes,
utilizando dois analistas, a fim de verificar e ou validar os parametros de desempenho:
sensibilidade, especificidade, acuracia, repetitividade e reprodutibilidade.

Para os patogenos Xfp, Pss e fitoplasmas, o analista 1 utilizou, em cada dia, 7
amostras sabidamente positivas, sendo uma amostra com o DNA mais diluido, uma
amostra com o DNA mais concentrado e o restante das amostras com os DNAs
intermediarios. As diluicdes foram estabelecidas conforme o LD obtido. Também foram
utilizadas até 7 amostras sabidamente negativas, de patégenos ndo alvos a analise,
incluindo a Pseudomonas syringae pv. syringae (Psv) e a matriz oliveira. O analista 2,
utilizou as mesmas dilui¢Ges seriadas das 7 amostras positivas do analista 1 e submeteu
as mesmas condi¢bes da PCR em tempo real, a fim de verificar a reprodutibilidade da
técnica.

Para os patdgenos ArMV, CLRV e CMV, ambos analistas utilizaram, em cada

dia, cada uma de suas amostras, da mesma forma que para os patdgenos descritos
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acima, sendo que o analista 2, além das 7 amostras sabidamente positivas, também
utilizou as 7 amostras negativas para realizar a RT-PCR em tempo real.

Os resultados das PCRs em tempo real obtidos a partir dos dois dias,
utilizando os dois analistas foram agrupados conforme descrito por Olmos et al. (2008),
em verdadeiros positivos (VP), verdadeiros negativos (VN), falsos positivos (FP) e
falsos negativos (FN) e posteriormente analisados conforme Apéndice 1, para avaliar os

parametros de desempenho descritos acima.

3.2.8 Determinacdo da prevaléncia dos patégenos em materiais vegetais de

viveiro e plantios comerciais

Para determinacdo do estado sanitario de plantas de oliveira, amostras foram
coletadas no viveiro da Tecnoplanta, situado em Barra do Ribeiro - RS, e de um plantio
comercial em Sertdo Santana — RS, cadastro no SISGEN n° ABC9B54. No viveiro,
foram coletadas amostras de 5% das plantas matrizes dos cultivares Arbequina,
Koroneiki, Coratina, Frantoio e Picual, totalizando 545 amostras. As matrizes estavam
distribuidas por canteiros, onde as plantas foram escolhidas aleatoriamente,
identificadas e coletados dois brotos de cada matriz. Seguindo a ordem de identificacéo
e coleta, os brotos foram agrupados de 5 em 5, obtendo 38 amostras do cv. Arbequina,
47 do cv. Koroneiki e 8 amostras dos cvs. Coratina, Picual e Frantoio, separadamente.
Na ocorréncia de resultados positivos dentro dos grupos, as amostras foram analisadas
separadamente.

Para as plantas de campo, foram coletados de trés a cinco brotos do ano dos
mesmos cultivares descritos anteriormente para viveiro, mais o0 cv. Arbosana,
totalizando 140 amostras. As amostras coletadas foram agrupadas, obtendo 5 grupos de
5 plantas dos cvs. Arbequina, Arbosana, Frantoio e Koroneiki, e 4 grupos dos cvs.
Coratina e Picual. Na ocorréncia de resultados positivos dentro dos grupos, as amostras
foram analisadas separadamente.

O preparo das amostras coletadas e posterior obtencdo dos extratos, purificacao
dos acidos nucléicos e as condigdes das reagdes de PCR em tempo real, foi realizado
seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente para a verificagdo e ou

validacao do protocolo de deteccao de cada patdgeno.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1. Desenho de iniciadores e sondas
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A partir da analise das sequéncias nucleotidicas obtidas, foi possivel desenhar
iniciadores e sondas TagMan, especificos para os virus ArMV, CLRV, CMV e SLRSV,
conforme apresentado na Tabela 2. As sondas foram marcadas com o fluor6foro FAM,
na extremidade 5°, e um quencher (BHQ), na extremidade 3’. As condicdes de
amplificagdo para a RT-PCR em tempo real foram seguidas conforme parametros
descritos pelo software Primer Express, com excec¢do do CLRV, onde a temperatura de
extensdo foi alterada de 60°C para 62°C. Nas rodadas teste realizadas a fim de se
verificar a funcionalidade dos iniciadores e sondas utilizando os controles positivos, foi
observado amplificacdo de todos os patdgenos-alvos, demonstrando o funcionamento
dos marcadores, dos controles positivos e das condigdes de amplificacdo (Figura 1).

TABELA 2. Sequéncia dos iniciadores e sondas TagMan desenhados ou utilizados neste

trabalho.

Iniciadores Sequéncia (5°-3°) Referéncia
e Sondas
F- TAGCCCTTGTACTTATGGCA Este
ArMV  'R-TATTTAAACAGTTGATTCCA Trabalho
P- FAM- GTTAGTGAATGGAACGGGGTCA- BHQ
F- GGTTATGTGGGTAGATAGCGTTAGC Este
CLRV | R- CCGACACTCATACAATAAGCAAATTT Trabalho
P1- FAM- CAATATTTGTTGCCCCGATCGGTTTTC - BHQ
P2- FAM — CGATATTTGTTGCCCCGTTAGTGTTTC - BHQ
F- TTCCTGCCTCCTCGGACTT Este
CMV R- AGGCTCCGTCCGCAAAC Trabalho
P- FAM — TCCGTTGCCGCCATCTCTGCT - BHQ
F- CAGCACCCTCCCCAAA Este
SLRSV  [R-TCCGCTTCACCGGTATGC Trabalho
P- FAM-
CCTTTTCATAATAGGGTGGGTGTCCTTGTAAGC - BHQ
F- AAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAG Hrenetal.,
Fit R- AACCTAACATCTCACGACACGAACT 2007
P- FAM - ACGACAACCATGCACCA - BHQ
F- CGGATTTGGTTTGCGGGGTA Teglietal.,
Pss R- AATGGGGTGACACTAAAAATTGTGAA 2010
P- FAM — CTCGTGCGATCTAAACAGCCGTAGC - BHQ
F- CACGGCTGGTAACGGAAGA Harper et
Xfp R -GGGTTGCGTGGTGAAATCAAG al. (2010);
P_ FAM- TCGCATCCCGTGGCTCAGTCC - BHQ 'Z%i(g'

F: Foward; R: Reverse; P: Probe; ArMV: Arabis mosaic virus; CMV: Cucumber mosaic virus;
CLRV: Cherry leaf roll virus; SLRSV: Strawberry latent ringspot virus; Fit: Fitoplasma; Xfp:
Xylella fastidiosa subsp. pauca; Pss: Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi.
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3.3.2. Avaliacao dos parametros de desempenho da técnica da PCR em
tempo real

Os valores obtidos do limite de deteccdo (LD) demonstraram de modo geral,
uma alta sensibilidade para a deteccdo dos patdgenos alvos, tanto para virus, quanto
para bactérias e fitoplasmas (Figura 1). O LD teve variacdo entre os diferentes
patégenos, variando de 10 para ArMV e Xfp, até 10 para CLRV, fitoplasmas e Pss
(Tabela 3). Para 0 CMV, foi necessario estabelecer um Ct de corte de 35, devido a
amplificacbes cruzadas em testes preliminares com nao alvos a analise e a matriz
oliveira (Figura 1 e Tabela 3). Os iniciadores e sonda para o virus SLRSV apresentaram
curvas tipicas de amplificacdo, demonstrando seu funcionamento (Figura 1). Porém,
estes ndo foram validados devido a baixa concentracdo do controle positivo e a

inviabilidade na aquisicdo de um material de referéncia devido ao alto custo.
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FIGURA 1. Curvas de amplificagdo por PCR ou RT-PCR em tempo real, demonstrando as
diluicdes seriadas dos patdgenos alvos na determinacdo do limite de deteccdo e
funcionamento dos iniciadores de sondas do SLRSV.

De modo geral, os resultados do limite de detec¢do (LD) estdo de acordo com
as definicbes estabelecidas pela EPPO (2018b), o qual sugere que, quando ndo héa

quantificacédo inicial do patégeno alvo, deve-se seguir 0 maximo de dilui¢do alcancado
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pelo método. O estabelecimento do LD dos patégenos alvos € importante, pois
corresponde ao menor valor que possivelmente sera detectado em uma amostra, sendo
relevante para padronizar protocolos para uso em diferentes laboratorios.

Para o parametro de desempenho da sensibilidade, foram obtidos diferentes
porcentagens para cada patégeno, variando de 95% para a bactéria Xfp, até 100% para o
virus ArMV, a bactéria Pss e fitoplasmas (Tabela 3). Quanto a especificidade, as
porcentagens foram de 81% e 93% para os virus CMV e CLRYV respectivamente, e 94%
para Pss. Para os demais patogenos a especificidade foi de 100% (Tabela 3). Com
relacdo a acurécia, com exce¢do do CMV que apresentou um valor de 91%, os demais
valores foram superiores a 96%. Os valores de repetitividade e reprodutibilidade foram
superiores a 90% em todos os casos (Tabela 3). De modo geral, as PCRs em tempo real
para 0 virus ArMV e para fitoplasmas obtiveram o0s melhores desempenhos,

apresentando valores de 100% para todos os parametros (Tabela 3).

TABELA 3. Pardmetros de desempenho da PCR em tempo real estabelecidos para cada
patdgeno alvo.

Patogenos | Ctde | LD | Sensibilidade | Especificidade | Acuracia | Repetitividade | Reprodutibilidade

alvos corte
ArMV - 10" 100% 100% 100% 100% 100%
CMV 35 10° 96% 81% 91% 91% 91%
CLRV - 10° 99% 93% 96% 92% 96%

Fit - 10° 100% 100% 100% 100% 100%

Pss - 10° 100% 94% 98% 98% 99%

Xfp - 10* 95% 100% 97% 93% 94%

Os valores em porcentagens dos parametros de desempenho sensibilidade,
especificidade e acuracia, foram obtidos da analise de uma populacdo de amostras
sabidamente positivas e outras sabidamente negativas. Para a determinacdo dos
parametros de desempenho do ArMV foram analisadas 124 amostras, das quais 72 eram
sabidamente positivas e 52 negativas. Estes resultados foram confirmados pelas anélises
de RT-PCR em tempo real e ndo se obteve nenhum resultado falso negativo ou falso
positivo (Tabela 4). No caso do CMV, foram analisadas 84 amostras sabidamente
positivas e 48 negativas, totalizando 132 anéalises que confirmaram como verdadeiros
positivos e verdadeiros negativos 81 e 39 respectivamente, sendo obtidos ainda 3
amostras como falsos negativos e 9 amostras falsos positivos. J4 0 CLRV, 84 amostras
positivas e negativas foram analisadas, totalizando 168 analises, das quais obtiveram 83

verdadeiros positivos, 78 verdadeiros negativos, uma amostra falso negativo e 6 falsos
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positivos. Para os fitoplasmas, 72 amostras foram analisadas, sendo 42 positivas e 30
negativas, ndo sendo obtido nenhum falso positivo ou negativo. No caso da Pss, foram
analisadas 42 amostras sabidamente positivas e 18 sabidamente negativas, sendo 42
verdadeiramente positivas, 17 verdadeiramente negativas, uma amostra falso positivo e
nenhuma falso negativo. J& a Xfp, foram 42 verdadeiros positivos e 36 negativos,
totalizando 78 amostras analisadas, sendo duas falsos negativos e nenhum falso positivo
(Tabela 4).

Quanto a estimativa da repetitividade e reprodutibilidade do método de
deteccdo, este € um importante dado para o processo de validagdo e sdo necessarias para
avaliar a robustez e principalmente fornecer dados confidveis para a aplicacdo de
protocolos entre diferentes laboratdrios ou pesquisadores. Conforme apresentado por
Botermans et al. (2013), comparac@es intra e inter-laboratorios foram obtidas 100% de
concordancia dos resultados, demonstrando robustez da técnica de RT-PCR em tempo
real para deteccdo de todas as espécies do géreno Pospiviroid. No presente trabalho,
estes parametros foram avaliados internamente no laboratdrio, apresentando bons
resultados, como o ArMV e fitoplasmas, com 100% para ambos, e 0os demais com
baixas variacdes entre amostras e 0s analistas, apresentados na Tabela 3. A utilizagdo de
materiais de referéncia caracterizados e disponibilizados por instituicbes reconhecidas
internacionalmente também contribuem com a confiabilidade dos protocolos

desenvolvidos e validados.

TABELA 4. Tabela de resultados para validagdo dos métodos de PCR ou RT-PCR em tempo
real desenvolvidos ou utilizados.

Organismo | Amostras Positivas Amostras Resultados Obtidos na PCR
Alvo (Obtidas do LD) Negativas (Extrato em tempo real
oliveirae ndo alvos) | vp EN FP VN
ArMV 72 52 72 0 0 52
CMV 84 48 81 3 9 39
CLRV 84 84 83 1 6 78
Fit 42 30 42 0 0 30
Pss 42 18 42 0 1 17
Xfp 42 36 40 2 0 36

VP: Verdadeiros positivos; FN: Falsos negativos; FP: Falsos positivos; VN: Verdadeiro
negativos

A analise assertiva é crucial para a confiabilidade dos resultados e atestar a

qualidade fitossanitaria das matrizes de oliveiras. O uso de métodos confiaveis, rapidos
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e simples e que permitam processar um grande numero de amostras, contribuem para
tornar o processo de qualidade fitossanitaria exequivel. Considerando que muitos
patdgenos podem estar presentes de modo latente ou em baixa quantidade nas plantas e
que muitas plantas podem estar infectadas por mais de um patégeno, a busca por
métodos de deteccdo com alta acurécia torna-se ainda mais necessaria.

Os resultados de sensibilidade obtidos para a deteccdo da bactéria Xfp
utilizando a oliveira como matriz foram superiores aos publicados pela EPPO (2016),
utilizando a mesma matriz. Para o parametro especificidade, os resultados deste
trabalho, corroboram com o publicado pela EPPO (2016), onde ndo foram observadas
reacOes cruzadas com patdgenos ndo alvos que também infectam as oliveiras. Li et al.
(2013), utilizando os mesmos iniciadores e sondas TagMan, também obtiveram alta
sensibilidade e especificidade na deteccdo de Xylella fastidiosa subsp. pauca em plantas
de citros. Dupas et al. (2019) obtiverem valores de Ct semelhantes aos encontrados
neste trabalho, confirmando o LD de 10™.

A sensibilidade da PCR em tempo real para deteccdo da bactéria Pss foi
estimada determinando o limite de detecc&o de 0,00005 ng pL™. Este valor foi 10 vezes
maior quando comparado ao método normalizado descrito por Tegli et al. (2010).
Apesar daquele trabalho ndo demonstrar valores de especificidade, este estudo
apresentou um unico dado considerado falso positivo, possivelmente devido a uma
contaminacdo durante o preparo da PCR. Além disto, a andlise in silico dos iniciadores
e sonda, juntamente com o sequenciamento da regido 16S rDNA da bactéria, utilizada
como controle positivo, confirmaram a confiabilidade da técnica. A mesma estratégia
foi utilizada por Tegli et al. (2010), que confirmou todos os resultados positivos por
sequenciamento da mesma regido ribossomal.

A PCR em tempo real para deteccdo de fitoplasmas apresentou valores
maximos em todos os parametros de desempenho avaliados. Estes resultados sdo
importantes ja que os fitoplasmas sdo organismos que se encontram em baixas
concentracdes nos tecidos vegetais e que podem apresentar sintomas similares a
bactérias e virus. A porcentagem de especificidade foi similar com a apresentada pelo
método normalizado descrito por Hren et al. (2007), no qual ndo houve amplificacdo
cruzada com nenhuma bactéria testada. Da mesma forma, ndo houve amplificagdo
cruzada com as bactérias Xfp, Psv, Pss, que também infectam a oliveira.

Considerando a auséncia de protocolos de RT-PCR em tempo real oficiais ou

normalizados de deteccdo dos virus ArMV, CLRV e CMV em oliveira, foi necessario o
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desenho de iniciadores e sondas TagMan e sua validagéo, determinando parametros de
desempenho tais como: sensibilidade, especificidade, acuracia, repetitividade e
reprodutibilidade, seguindo orientacGes da EPPO (2018b). Trabalhos semelhantes, com
dados de validagdo para virus e viroides vegetais foram publicados pela International
Plant Protection Convention (IPPC). O protocolo de detec¢do do virus Citrus tristeza
virus (CTV) demonstrou maior especificidade utilizando a técnica soroldgica ELISA
(100%), quando comparado a técnica de RT-PCR em tempo real (85%). Por outro lado,
a RT-PCR em tempo real apresentou maior sensibilidade (98%) comparado com a
técnica ELISA (ITALIA, 2019). Este protocolo é recomendado para uso rotineiro na
analise de CTV em material vegetal, onde a alta sensibilidade da técnica permite a
analise de até 10 plantas em uma andlise composta, e de afideos transmissores do virus,
em qualquer época do ano (ITALIA, 2019).

Outro protocolo de diagndstico para o virus Plum pox virus (PPV), em uma
analise entre 17 laboratorios, com amostras sadias e infectadas com o PPV, foi
observado alta acuracia da técnica de ELISA (95%) em comparacdo com duas variagdes
da RT-PCR convencional (82% e 94%). Porém, é recomendado o uso em paralelo de
outros métodos de deteccdo quando utilizado anticorpos policlonais para confirmacéao
de resultados frente ao PPV, isso porque diversos kits comerciais disponiveis utilizando
anticorpos policlonais ja& demonstraram menor especificidade e ndo homogeneidade
entre as diferentes marcas (ITALIA, 2020). Quanto ao parametro sensibilidade, as
técnicas RT-PCR convencional e RT-PCR em tempo real, se mostraram 100 e 1000
vezes, respectivamente, mais sensiveis que a técnica ELISA. As porcentagens de
verdadeiros positivos que foram diagnosticados corretamente foram de 97,5% para RT-
PCR tempo real e 86,6%, para ELISA (ITALIA, 2020). Esses dados sdo extremamente
importantes, visto que os testes soroldgicos em alguns casos ndo sdo suficientemente
eficientes na andlise de plantas no periodo de dorméncia e com baixo titulo viral nas
plantas (Capote et al., 2009).

A eficiéncia da técnica molecular RT-PCR em tempo real também é
demonstrada para deteccdo e diagndstico do viroide Potato spindle tuber viroid
(PSTVd), onde a alta sensibilidade da técnica permite a deteccdo de pequenas
concentracdes do viroide nas plantas, e uma maior especificidade é obtida quando
comparado com a detecgdo bioldgica (ITALIA, 2017).

Em oliveiras, a deteccdo de alguns dos virus descritos é realizada através de

testes sorologicos como ELISA e testes moleculares, principalmente baseados na RT-
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PCR convencional. A quantidade de virus presente em uma planta pode ser influenciada
diretamente pela época do ano e estdgio de desenvolvimento, podendo ser um fator
limitante para a utilizacdo dos testes sorologicos que normalmente possuem uma baixa
sensibilidade (Lopez et al., 2009). Além disso, a auséncia de anticorpos especificos para
determinados patdgenos limita a utilizacdo doa testes sorolégicos. Diante disto, diversos
protocolos baseados na RT-PCR convencional passaram a ser amplamente utilizados
para deteccdo de patogenos, em especial os virus (Faggioli et al., 2005; 2017;
Loconsole et al., 2010; Luigi et al., 2011)

Os testes moleculares baseados na RT-PCR convencional sdo mais sensiveis
que os testes soroldgicos e ainda € sdo utilizados para a deteccdo e diagnostico de virus
em plantas. Porém, sua eficiéncia esta relacionada a fatores como tipo de polimerase,
pureza e concentracdo do RNA viral e o risco de contaminacdes na eletroforese em gel
de agarose para andlise dos resultados, podendo reduzir a especificidade da técnica
(Lopes et al., 2009; Oliveira, 2010). A RT-PCR em tempo real, por outro lado, possui
maior sensibilidade, especificidade e eficiéncia. A utilizacdo de sondas especificas
marcadas com fluoroforos permite que todo o processo seja realizado em um Unico
passo, onde os resultados sdo observados em tempo real, evitando a necessidade da pds-
PCR, reduzindo os riscos de contaminagdes e diminuindo significativamente o tempo da
andlise.

Bertolini et al. (2010), compararam a técnica sorologica ELISA e molecular
RT-PCR em tempo real em plantas de videiras, em dois diferentes periodos vegetativos
(inverno e primavera), na deteccdo dos virus ArMV, Grapevine fanleaf virus (GFLV),
Grapevine fleck virus (GFkV), Grapevine leafroll associated virus-1 (GLRaV-1) e
Grapevine leafroll associated virus-3 (GLRaV-3). Os resultados obtidos, demonstraram
a maior precisdo da RT-PCR em tempo real frente ao teste ELISA. Estes resultados,
confirmam a menor sensibilidade do teste soroldgico, principalmente, na fase de
dorméncia (inverno) das plantas, onde a quantidade de virus é baixa. Capote et al. 2009
compararam os testes de ELISA, RT-PCR convencional e em tempo real para deteccédo
do PPV, onde foi observado que com a utilizagdo de técnicas de menor sensibilidade, ha
um menor numero de resultados falsos positivos, confirmando a confiabilidade dos
resultados positivos. Por outro lado, o nimero de falsos negativos € maior, reduzindo a
confiabilidade dos resultados negativos. Para programas de certificagdo de mudas, é
importante o uso de técnicas de deteccdo com maior confiabilidade dos resultados

verdadeiros negativos para assegurar a multiplicacdo de material vegetal sadio.
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Os protocolos desenvolvidos neste trabalho para deteccdo dos virus da
oliveira, utilizando a RT-PCR em tempo real, e suas validagcbes, mesmo na auséncia de
uma técnica de referéncia, foram extremamente satisfatorios. Requisitos essenciais
foram cumpridos, conforme descrito pela EPPO (2018c), assim como todos o0s
processos foram realizados em laboratério credenciado pela 1SO17025:2005. De acordo
com Petter & Suffert (2010), um método é considerado totalmente validado quando
fornece dados para os critérios de desempenho: sensibilidade analitica, especificidade
analitica, repetitividade e reprodutibilidade. No presente estudo, estes parametros foram
obtidos para a deteccdo dos virus ArMV, CMV e CLRV, das bactérias Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi e Xylella fastidiosa subsp. pauca, e os fitoplasmas em plantas

de oliveiras.

3.3.3. Determinacdo da prevaléncia dos patégenos em materiais vegetais de
viveiro e plantios comerciais

Foram analisadas 545 plantas de viveiro onde apenas 4 amostras, compostas de 5
plantas, apresentaram resultados positivos frente a fitoplasmas, sendo um grupo do
cultivar Arbequina, dois do cv. Coratina e um do cv. Picual. Na analise das 20 plantas
individualmente, foi confirmado a presenca de fitoplasmas em uma planta do cv.
Arbequina (0,53%), duas plantas do cv. Coratina (0,25%) e uma planta do cv. Picual
(0,12%) (Tabela 5).

TABELA 5. Numero de plantas amostradas em proporc¢do ao total de plantas de cada cultivar
presentes no viveiro e amostras positivas para fitoplasmas analisadas em grupos
de 5 plantas ou de maneira individual.

Cultivares | Total de Plantas | Amostragem | Grupos de | Plantas individuais
no viveiro de 5% 5 plantas do grupo positivo
Arbequina 3.796 190 1/38* 1/5
Koroneiki 4.825 235 0/47 NA
Coratina 815 40 2/8 2/10
Frantoio 815 40 0/8 NA
Picual 815 40 1/8 1/5

*1/38: Um grupo positivo de 38 grupos analisados; NA: N&o analisado

Estes resultados demonstram de maneira geral, o bom estado sanitario das

plantas matrizes de viveiro onde do total de 545 plantas analisadas, apenas 4 (0,73%)
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foram positivas para fitoplasmas. Nenhum dos virus analisados foi detectado nas plantas
matrizes de viveiro. Nas amostras de campo, ndo foi detectado a presenga de nenhum
dos patogenos testados.

No Brasil, Ferreira (2017) relatou pela primeira vez a presenca de fitoplasmas
em plantas de oliveira com sintomas de vassoura-de-bruxa, localizadas no estado de
Minas Gerais. Neste trabalho, os resultados positivos para fitoplasmas séo preocupantes,
pois na maioria das vezes, principalmente em mudas, elas apresentam-se assintomaticas.
Neste caso, fica evidente a necessidade de um programa de certificacdo sanitaria com a
utilizacdo de técnicas sensiveis e precisas, para a deteccdo precoce em viveiro, podendo
evitar prejuizos futuros no campo. Apesar dos fitoplasmas serem transmitidos por
cigarrinhas, as plantas matrizes estdo em ambiente coberto e recebem tratamento
frequente com inseticidas, minimizando desta forma possiveis transmissées horizontais.

Em relacdo aos virus, a ndo obtengdo de resultados positivos é apenas uma
garantia das plantas amostradas neste viveiro, mas ndo € suficiente para garantir a
auséncia destes patdgenos no Brasil em plantas de oliveira. De todos modos, a falta de
insetos vetores conhecidos, pode ser um indicio de que se estes estiverem presentes, a
prevaléncia provavelmente seja baixa e limitada ao uso de material infectado durante a
multiplicacéo.

Trabalhos ja realizados em outros paises, utilizando a técnica da PCR
convencional para deteccdo dos virus ArMV, CMV, CLRV e SLRSV, demonstram
taxas de deteccdo abaixo dos 10% em plantas de oliveiras (Bertolini et al., 2001;
Faggioli et al., 2005; 2017). Com o avango das restricbes quanto a comercializacdo de
material vegetal sem certificacdo e 0 avango nas técnicas de deteccdo, hd um controle
maior do material propagativo produzido e comercializado nos principais paises
produtores como Espanha, Italia e Portugal.

No Brasil, 0 descaso com a regulamentacdo sobre o comercio e introdugéo de
plantas de oliveira, facilitou a entrada de materiais de diferentes procedéncias, tornando
indispensavel a aplicacdo de um programa de certificacdo de mudas para analises destes
materiais e garantir a qualidade final. Da mesma forma, analises em outros viveiros e
plantios comerciais, sdo de estrema importancia para conhecer melhor a presenca e
prevaléncia destes virus em nosso pais.

Para determinar a prevaléncia de patdgenos em plantas matrizes, a utilizagdo
da amostragem representativa e aleatéria de 5% foi definida levando-se em

consideracdo a auséncia de informagdes na literatura sobre estudos de tamanho de
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amostras especifica para a cultura da oliveira. De acordo com Alves & Czermainski
(2015), trés aspectos séo importantes no planejamento de um levantamento amostral em
pomares: representatividade, aleatoriedade e exequibilidade, indo ao encontro do
estabelecido neste trabalho. De acordo com Wulfsohn (2010), a investigacdo de uma
parte da populacdo selecionada aleatoriamente ja € suficiente e pode se obter uma
informagdo da populacdo total, e todos os individuos da populacdo total tem
probabilidade de serem selecionados. Considerando-se que, no presente estudo, buscou-
se determinar a prevaléncia dos patdgenos em plantas matrizes de viveiros e plantios
comerciais, deve-se ressaltar que a utilizacdo da porcentagem de 5% é alta, pois as
mudas devem apresentar-se isentas, de qualquer patdgeno viral, bacteriano e/ou
fitoplasmas, de forma a garantir a propagacéo exclusiva de material sadio.

A alta sensibilidade da técnica PCR em tempo real permitiu a realizacdo de
anélises compostas de até 5 plantas. Neste caso, para aumentar a confiabilidade dos
resultados, a identificacdo/localizacdo das plantas que compuseram cada uma das 5
amostras para PCR em tempo real foram rastreaveis, de forma a identificar exatamente
qual a planta estava infectada para que as medidas de manejo fossem implementadas. A
eficiéncia da PCR em tempo real em analisar amostras compostas também foi
demonstrada por Bertolini et al., (2014), onde plantas citricas saudaveis e infectadas
com a doenca Huanglongbing (HLB) foram analisadas, sendo demonstrado que é
possivel detectar a presenca da bactéria em amostras compostas por uma Unica planta
contaminada, junto com 9 plantas negativas. Vidal (2010), também demonstrou a
possibilidade de uso de amostras compostas, onde foi possivel a deteccdo do PPV em
amostras com 10 plantas agrupadas, independentemente do numero de plantas negativas
sem perder a precisdo da técnica da RT-PCR em tempo real e em qualquer época do
ano.

Bertolini et al. (2003) também demonstraram a distribuicéo irregular dos virus
em uma planta de oliveira, sendo necessario a coleta de amostras representativas dentro
de uma mesma planta, preferencialmente dois ou trés brotos de plantas jovens (mudas) e
quatro a cinco de plantas adultas.

No Brasil, ndo ha conhecimento sanitario do material existente e propagado,
muito menos rastreabilidade destes materiais. Assim, ndo se sabe se as plantas utilizadas
em viveiros como matrizes, ou de plantios comerciais, sdo oriundas de paises com
certificacdo implantada ou de materiais ja introduzidos anos atrés. De todos os modos, 0

bom estado fitossanitario observado no material analisado durante este trabalho, pode
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ser consequéncia de uma pré-selecao realizada por instituicdes como a EMBRAPA ou
Orgéos estaduais, produtores e viveiristas onde as plantas com melhor aspecto e bons
indices de producéo foram selecionadas como matrizes.

O presente estudo desenvolveu e validou protocolos de deteccdo dos principais
patdgenos de oliveiras e, a partir disto, pretende contribuir para agregar valor comercial
e qualidade fitossanitaria para as mudas produzidas em viveiros registrados e que
possuam um esquema de analise das plantas matrizes. A crescente expansdo do cultivo
da oliveira em diversas regides do Brasil, em especial no estado do Rio Grande do Sul,
faz com que haja uma crescente demanda por mudas de oliveira. Consequentemente, ha
uma maior exigéncia com a qualidade do material vegetal produzido, principalmente
livre de patdgenos. No Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, um
programa de certificacdo para mudas de oliveira esta em tramitacdo e, a aplicacdo de
técnicas de deteccdo eficientes € indispensavel. Desta forma, o0s protocolos
desenvolvidos neste trabalho servirdo como uma importante ferramenta de anélise,
deteccdo e diagnostico de patdgenos em plantas matrizes para producdo de mudas de

oliveiras.
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4 CAPITULO?2

DESENHO E VALIDACAO DE INICIADORES E SONDA PARA
DETECCAO DO VIRUS Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) POR
PCR EM TEMPO REAL EM OLIVEIRAS
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4.1 Introducao

A oliveira (Olea europaea L.) é acometida por 15 espécies diferentes de virus,
causando doencas ndo bem definidas, mas que podem prejudicar o desenvolvimento e
producdo das plantas. De modo geral, ocorrem de forma latente e assintomaticos, mas
alguns distarbios como deformacao das folhas e frutos, paralisia dos ramos, clorose e
amarelecimento das folhas, podem ser associados quando confirmado a presenca destes
patdgenos (Martelli, 2013). A queda na taxa de enraizamento de estacas, assim como na
qualidade do azeite também ja foram observados (Leitdo et al., 1997; Godena et al.,
2012). Quanto a epidemiologia, alguns destes virus podem ser transmitidos por algum
vetor especifico, mas a forma mais comum é a transmissdo através do material
propagativo contaminado. A maioria dos virus descritos em oliveira também infectam
outras culturas, enquanto outros sao especificos desta espécie, com o “Olive” na
nomenclatura. Da mesma forma, alguns sd@o mais raros e detectados esporadicamente, ja
outros estdo em diversos paises do mundo. O Arabis mosaic virus (ArMV), o Cucumber
mosaic virus (CMV), o Cherry leaf roll virus (CLRV), o Strawberry latente ringspot
virus (SLRSV), o Olive latent virus 1 (OLV-1), o Olive latent virus 2 (OLV-2), o Olive
latent ringspot virus (OLRSV) e o Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) sdo
considerados 0s mais importantes virus da oliveira. Esta classificacdo é baseada na
prevaléncia e distribuicdo, visto que a sintomatologia ainda ndo é bem definida
(Caglayan et al., 2011; Albanese et al., 2013).

O Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) € um virus especifico da
oliveira. Membro da familia Closteroviridae, foi descrito a primeira vez por Savino et
al., 1996 em plantas de oliveira do cultivar ‘Biancolilla’. O OLYaV é o mais difundido
e com alta prevaléncia em diferentes regides do mundo (Chliyeh et al., 2017; Faggioli et
al., 2017; Zellama et al., 2018). Sintomas de folhas amareladas sdo observados em
plantas infectadas, o que pode interferir diretamente na fotossintese e no
desenvolvimento das plantas. Mas, na maioria das vezes as plantas ndo apresentam
sintomas ou estes podem ser facilmente confundidos com deficiéncias minerais ou
outros tipos de injurias. Deste modo, técnicas de deteccdo sdo importantes para a correta
deteccdo do virus e diagnose dos sintomas causados.

As metodologias de deteccdo de virus em oliveira sdo de importancia,
principalmente, quando ainda ndo se conhece os reais danos que causam as plantas.

Assim, os métodos de deteccdo evoluiram ao longo dos anos, iniciando com o0s testes
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soroldgicos, como ELISA, aos testes moleculares baseados na amplificacdo de &cidos
nucleicos, como a transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
(Capote et al., 2009). Inicialmente, a RT-PCR era utilizada como técnica
complementaria aos testes de ELISA, porém se mostrou mais rapida, sensivel e
confiavel, principalmente quando o titulo viral na planta é baixo (Zellama et al., 2018).
Diversos trabalhos demonstraram a utilizacdo da técnica ao longo dos Gltimos anos para
deteccdo de virus em oliveiras (Beiano et al., 2005; Faggioli et al., 2005; Youssef et al.,
2010; Faggioli et al., 2017).

A RT-PCR em tempo real, variante da convencional, tem tornado a deteccéo
de virus ainda mais rapida, precisa e confiavel, isso porque o risco de contaminagdo é
reduzido, pois ndo € necessdria uma etapa pos-PCR, além disso a utilizacdo de
compostos fluorescentes (corantes intercalantes e sondas especificas) aumentam a sua
eficiéncia, em comparagdo a convencional, e possibilita o acompanhamento dos
resultados em tempo real, acelerando analises de rotina (Lopez et al., 2009). O primeiro
trabalho com RT-PCR em tempo real para deteccdo de virus em oliveiras foi publicado
para deteccdo dos virus OLV-1, OMMD e OLYaV, utilizando o corante intercalante
SYBR Green (Campos et al., 2019). Até o momento nenhum trabalho utilizando sondas
TagMan foi publicado para deteccdo de virus especificos de oliveiras. Esta tecnologia
de uso de sondas de sequéncias especificas, como a TagMan, é mais sensivel e
especifica que o0 SYBR Green (Oliveira, 2010).

A maioria dos métodos de deteccdo publicados, ndo sdo validados
corretamente. Diante disto, é importante garantir a confiabilidade e precisdo das
técnicas de deteccdo desenvolvidas e utilizadas na analise de virus em oliveiras, atraves
da validacdo de métodos, que verifica se o processo adotado esta adequado para a
finalidade proposta (Lépez et al., 2009). A inexisténcia de protocolos validados e até
mesmo de uma técnica de referéncia “Gold standard technique”, para a deteccdo do
OLYaV faz necesséario o desenvolvimento e validacdo de um protocolo de deteccdo
deste virus.

Associado a falta de um protocolo validado de deteccdo e a alta prevaléncia e
ampla distribuicdo do OLYaV em outros paises, torna necessario o desenvolvimento de
protocolos de deteccdo do virus em oliveira no Brasil. Assim, 0 objetivo deste trabalho
foi desenvolver e validar uma RT-PCR em tempo real para detecgdo do OLYaV de
forma a conhecer o estado sanitario do material propagativo de viveiro e de plantio

comercial, a fim de fornecer ferramentas para um possivel programa de certificacéo.
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Para isso, parametros de desempenho como limite de detec¢do, Ct “Cut off”,
sensibilidade, especificidade, acurécia, repetitividade e reprodutibilidade ja abordados

no capitulo 1 desta dissertacdo para outros virus de oliveira, foram avaliados.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Desenho de iniciadores e sondas

Foram obtidas sequéncias nucleotidicas disponiveis nas bases de dados do
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI) do virus OLYaV. As
sequéncias foram comparadas com o auxilio dos programas informaticos BLAST 2.0 e
Geneious (Drummond et al., 2010). O desenho de iniciadores e sonda TagMan para RT-
PCR em tempo real foi possivel com o auxilio do programa Primer Express 2.0
(Applied Biosystem) e a sequéncia do isolado Ror-1, regido da proteina shock HSP70
(acesso GenBank KC133195).

4.2.2 Condigdes de amplificacdo por RT-PCR em tempo real

Para a realizacdo da RT-PCR em tempo real utilizando os iniciadores e sonda
desenhados para o virus OLYaV, foram usados 0s seguintes reagentes: agua estéril, 1x
master mix (GoTaq Probe gPCR MM 2x), 1x RT Mix (GoScript 1-Step RT-qPCR 50x),
0,5 UM dos iniciadores forward (F) e reverse (R) 0,1 uM da sonda probe (P) e 2 uL de
RNA purificado (amostra), em um volume final de 12 uL. As rea¢des foram rodadas no
termociclador StepOne Plus® (Applied Biosystems) nas condicdes: 1 ciclo: 45°C a 15
min e 95 °C a 2 min; 40 ciclos: 95°C a 15 s e 60°C a 45 s. Os produtos das reacdes de
PCR em tempo real foram analisados com uso do software StepOne™. Todos os
ensaios foram realizados no Agrondmica Laboratério de Diagnoéstico Fitossanitario e

Consultoria — Porto Alegre, RS.

4.2.3 Condigdes de amplificagdo por RT-PCR convencional e
sequenciamento

A RT-PCR convencional descrita por Campos et al. (2019), foi utilizada para

confirmar a detec¢cdo do OLYaV por RT-PCR em tempo real. Os reagentes utilizados na

reacao foram: 4,90 pL de agua, 7,50 pL de master mix (GoTaq Probe 1-Step RT-gPCR

System), 0,30 pL de RT-Mix (GoScript Probe 1-Step RT-gPCR System), 0,15 uL dos

iniciadores OLYaV Fw e OLYaV Rv a 25 uM, e 2uL de RNA purificado (amostra)
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num volume final de 15uL por reacdo. As sequéncias dos iniciadores foram descritas
por Sabanadzovic et al. (1999).

A reacdo foi realizada no termociclador SimpliAmp Thermal Cycler, Applied
Biosystems nas condic¢Bes: um ciclo a 45°C por 15 min, um ciclo a 95°C por 1 min, 40
ciclos a 95°C por 30 s, a 58°C por 1 min e a 72°C por 1 min e extensé&o final a 72°C por
10 min. Os amplicons foram processados em gel de agarose a 1,5% (peso / volume) em
tampé&o 0,5X Tris / Borate / EDTA (TBE) a 90V a 80 minutos, sendo visualizados com
corante azul verde (LGC) e visualizados em Luz UV usando o fotodocumentador L-PIX
touch Loccus. Os tamanhos dos fragmentos, foram estimados contra um marcador de
peso molecular padrdo de 1kb (Qiagen, EUA). Os produtos de PCR foram purificados
utilizando o kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen, EUA) conforme recomendacdes do
fabricante. Os produtos de PCR da regido da proteina shock 70 (hsp70) foram
sequenciados em ambas as direcdes, usando os mesmos iniciadores utilizados para as
reacOes de PCR, pela ATCGene Molecular Analysis Company, Porto Alegre, RS,
utilizando um sequenciador automatico AB-3500 (Applied Biosystems, EUA).

4.2.4 Obtencao do extrato vegetal

Ramos do ano de uma planta do cultivar Arbequina, localizada na Estacéo
Experimental Agrondmica (EEA) da UFRGS em Eldorado do Sul, RS, cadastro no
SISGEN n°: ABC9B54, foram coletados para obtencdo dos extratos vegetais. Um grama
do material vegetal foi macerado em bolsas plésticas individuais contendo tampéo de
extracdo fosfato (PBS, pH = 7,4 + 0,2% dietilditiocarbamato de sodio - DIECA + 2%
PVP) (na propor¢do 1 peso: 10 volumes). Posteriormente, foram transferidos para
microtubos de 1,5 mL, identificados e conservados a -20°C até sua utilizacdo. As
amostras foram processadas no Laboratério de Virologia Vegetal da Faculdade de
Agronomia da UFRGS.

4.2.,5 Obtencédo dos controles positivos

Os controles positivos utilizados para a validagdo do método de deteccdo foram
obtidos em cole¢bes como a DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH, Alemanha e materiais de referéncia internos do Laboratorio
Agronémica, com exce¢do do OLYaV onde se utilizou como controle, uma amostra
confirmada por mais de uma técnica durante este trabalho, conforme descrito na Tabela
1.
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TABELA 1. Materiais de referéncia utilizados na validagdo para a deteccdo do OLYaV em
plantas de oliveiras por RT-PCR em tempo real.

Patdgenos Provedor Materiais
Arabis mosaic virus (ArMV) DSMZ Extrato vegetal liofilizado
Cherry leaf roll virus (CLRV) DSMZ Extrato vegetal liofilizado
Cucumber mosaic virus (CMV) Agrondmica, RS Extrato vegetal de tabaco
Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) IVIA, Espanha RNA de sementes de salsa
Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) Agrondmica, RS Extrato vegetal de oliveira
Extrato de oliveira EEA/UFRGS, RS Extrato vegetal de oliveira

4.2.6 Extracdo acidos nucléicos

Para a extracdo e purificacdo de RNA, foram utilizados 200 pL de extrato de
oliveira, do controle positivo e dos ndo alvos SLRSV e CMV. Para 0 ArMV e CLRV,
100 mg de extrato vegetal liofilizado foram utilizados. O kit comercial da Promega SV
Total RNA Isolation System foi utilizado para extracdo de RNA, seguindo
recomendagdes do fabricante. Ao final, as amostras foram eluidas em 100 pL.

4.2.7 Obtencédo do Limite de Deteccéo (LD)

Para estabelecer o limite de detec¢édo (LD), foram realizadas dilui¢6es de 1:10 do
controle positivo do OLYaV, utilizando RNA de oliveira como diluente. As dilui¢oes
seriadas foram de 10° a 10° com 4 repeticdes. Posteriormente, as diluicdes foram
submetidas a RT-PCR em tempo real.

Foram realizadas duas purificacbes de RNA, uma realizada pelo analista 1 e
outra realizada pelo analista 2, e cada analista realizou suas diluigdes seriadas (RNA
alvo + RNA oliveiras), de forma a obter o0 mesmo LD e garantir a reprodutibilidade,
uma vez que, trata-se de uma validacdo de método, devido a confeccdo de um novo
protocolo de deteccdo deste virus em oliveiras. Foram incluidas nas andlises, 0s
controles negativos: branco da extracdo, utilizando 200 pL de agua ultrapura no lugar
da amostra, o branco do ambiente, onde um microtubo contendo 200 pL de agua
ultrapura foi deixado aberto durante toda a purificagdo do RNA e o branco da reagédo, no
qual foi utilizado 2 pL de agua ultrapura no lugar da amostra na etapa de RT-PCR em

tempo real.
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4.2.8 Avaliacdo dos parametros de desempenho da técnica da RT-PCR em
tempo real
O limite de deteccdo (LD) estabelecido para o virus OLYaV foi utilizado para
realizacdo de novas rodadas de RT-PCR em tempo real, analisados em triplicata de 12
amostras (7 amostras sabidamente positivas e 5 amostras sabidamente negativas), em
dois dias diferentes, utilizando dois analistas, a fim de validar os parametros de
desempenho: sensibilidade, especificidade, acuracia, repetitividade e reprodutibilidade.

O analista 1 utilizou, em cada dia, 7 amostras sabidamente positivas, sendo
uma amostra com o RNA mais diluido, uma amostra com 0 RNA mais concentrado, e 0
restante das amostras com os RNAs intermediarios, as diluicdes foram estabelecidas
conforme o LD analisado. Também foram utilizadas 5 amostras sabidamente negativas,
composta de patdégenos nao alvos a andlise, incluindo os virus ArMV, CLRV, CMV e
SLRSV e a matriz oliveira. O analista 2, utilizou as mesmas dilui¢bes seriadas das 7
amostras positivas do analista 1 e submeteu as mesmas condig¢des da RT-PCR em tempo
real, a fim de se verificar a reprodutibilidade da técnica.

Os resultados das RT-PCRs em tempo real obtidos a partir dos dois analistas e
nos diferentes dias, foram utilizados para avaliar os parametros de desempenho
descritos acima, agrupados conforme descrito por Olmos et al. (2008), em verdadeiros
positivos (VP), verdadeiros negativos (VN), falsos positivos (FP) e falsos negativos

(FN) e posteriormente analisados conforme Apéndice 1.

4.2.9 Determinacdo da prevaléncia do patdgeno em materiais vegetais de
viveiro e plantios comerciais

Para determinacdo do estado sanitario de plantas de oliveira, amostras foram
coletadas no viveiro da Tecnoplanta, situado em Barra do Ribeiro - RS, e de um plantio
comercial em Sertdo Santana — RS, cadastro no SISGEN n°: ABC9B54. No viveiro,
foram coletadas amostras de 5% das plantas matrizes dos cultivares Arbequina,
Koroneiki, Coratina, Frantoio e Picual, totalizando 545 amostras. As matrizes estavam
distribuidas por canteiros, onde as plantas foram escolhidas aleatoriamente,
identificadas e coletados dois brotos de cada matriz. Seguindo a ordem de identificacdo
e coleta, os brotos foram agrupados de 5 em 5, obtendo 38 amostras do cv. Arbequina,
47 do cv. Koroneiki e 8 amostras dos cvs. Coratina, Picual e Frantoio, separadamente.
Na ocorréncia de resultados positivos dentro dos grupos, as amostras foram analisadas

separadamente.
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Para as plantas de campo, foram coletados de trés a cinco brotos do ano dos
mesmos cultivares descritos anteriormente para viveiro, com exce¢do do cv. Arbosana,
totalizando 140 amostras. As amostras coletadas foram agrupadas, obtendo 5 grupos de
5 plantas dos cvs. Arbequina, Arbosana e Frantoio, e 4 grupos dos cvs. Coratina e
Picual. Na ocorréncia de resultados positivos dentro dos grupos, as amostras foram
analisadas separadamente.

O preparo das amostras coletadas e posterior obtencdo dos extratos, extracdo e
purificacdo dos acidos nucleicos e as condi¢des das reacdes de RT-PCR em tempo real,
seguiram-se 0S mesmos procedimentos descritos anteriormente para a validagcdo do

protocolo de deteccdo do OLYaV.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Desenho de iniciadores e sondas

A partir da andlise das sequéncias nucleotidicas obtidas, foi possivel desenhar
iniciadores e sonda TagMan para o virus OLYaV, sendo o iniciador F (5-
CGTCACTTGTCTTGGTGATCATTT-3’), o iniciador R ("- TGGAAACGATCTCA
TGCAGATT-3") e asonda P (5°- FAM TCCTACATTCGGACAGGACCGTCTTCG -
BHQ 3°). As condicdes de amplificacdo para a RT-PCR em tempo real foram seguidas
conforme parametros descritos pelo software Primer express. A funcionalidade dos
iniciadores e sonda desenhados foi observada em rodadas teste utilizando o controle
positivo, demonstrando o funcionamento dos marcadores, do controle positivo e das

condicdes de amplificacdo (Figura 1).
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FIGURA 1. Curvas de amplificagdo por RT-PCR em tempo real, demonstrando o
funcionamento dos iniciadores e da sonda do OLYaV.

4.3.2 RT-PCR convencional e sequenciamento

A partir da RT-PCR convencional, foram obtidos dois fragmentos, um de aprox.
600 pb e outro de aprox. 350 pb e posteriormente submetidos ao sequenciamento.
Apenas o fragmento de aprox. 600 pb gerou sequéncias validas. As sequéncias obtidas
por ambos iniciadores (F e R) a partir da regido da proteina shock 70 (hsp70) foram
editadas no programa BioEdit 7.0.5.3 e a sequéncia consenso, foi analisada pelo
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 7.0) (Kumar et al., 2016),
construido com o algoritmo ClustalW e comparado no banco de dados NCBI GenBank.
A similaridade da sequéncia de nucleotideos proveniente da amostra positiva foi
calculada utilizando o programa BLAST (Ferramenta Béasica de Busca por Alinhamento
Local) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) e
apresentou 98,11% de identidade com a sequéncia do Olive leaf yellowing associated
virus (OLYaV) (nimero de acesso Genbank KC133172.1).

No trabalho publicado por Campos et al. (2019), estes iniciadores amplificam
apenas um fragmento de 346 pb. A amplificacdo de um fragmento de aprox. 600 pb em
este trabalho pode ser devido a variabilidade que pode existir nesta espécie. Mais
trabalhos precisam ser realizados e outros isolados devem ser comparados para
confirmar esta hipotese. Amostras de RNA purificado das plantas onde foi detectada a

presenca do OLYaV em este trabalho, foram enviadas para sequenciamento por “Next-


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch

66

Generation Sequencing” (NGS), para confirmar a identidade do virus. A utilizagio de
duas técnicas € importante para a confirmagéo da identidade do virus OLYaV, detectado

através da RT-PCR em tempo real.

4.3.3 Avaliacado dos parametros de desempenho da técnica da RT-PCR
em tempo real

O limite de deteccéo estabelecido para o virus OLYaV foi de 10°. Os valores

em porcentagens dos parametros de desempenho sensibilidade, especificidade e
acurécia, foram obtidos da anélise de uma populacdo de 72 amostras sabidamente
positivas e outras 56 sabidamente negativas, totalizando 128 analises. Destas, foram
obtidos 68 verdadeiros positivos, 55 verdadeiros negativos, quatro amostras falso
negativos e uma falso positivo (Tabela 2). A partir da Tabela descrita no Apéndice 1, os
parametros de desempenho sensibilidade, especificidade e acuracia foram de 94%, 98%
e 96%, respectivamente. Ja a repetitividade e a reprodutibilidade do método foi de 98% e

95%, nesta ordem, com baixas variaces entre amostras e 0s analistas.

TABELA 2. Tabela de resultados para validagdo da RT-PCR em tempo real para o OLYaV.

Organismo | Amostras positivas Amostras Resultados obtidos na RT-
alvo (Obtidas do LD) negativas (Extrato PCR em tempo real

oliveirae ndo alvos) | vp EN FP VN

OLYaVv 72 56 68 4 1 55

Os parametros de desempenho e a importancia da validacdo de um novo
método, principalmente quando ndo ha uma técnica de referéncia ou métodos oficiais e
internacionais, foram discutidos anteriormente no capitulo 1 para os demais protocolos
de deteccdo de virus em oliveiras validados. E importante destacar que a analise in
silico dos iniciadores e sonda, juntamente com o sequenciamento da regido da proteina
shock (hps70) do virus OLYaV, utilizado como controle positivo, proporcionam uma
maior confiabilidade na correta deteccdo do virus e da precisdao da técnica de RT-PCR
em tempo real.

As técnicas moleculares, de modo geral, sdo a base das ferramentas de
diagnosticos dos dltimos anos, preferencialmente utilizadas devido a maior
sensibilidade, especificidade e rapidez. Em oliveiras, a deteccdo de alguns dos virus
descritos é realizada através de testes soroldgicos como ELISA e testes moleculares,

principalmente baseados na RT-PCR convencional. A quantidade de virus presente nas
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plantas pode influenciar a utilizacdo dos testes soroldgicos, os quais normalmente
possuem uma baixa sensibilidade (Lopez et al., 2009). Além disso, a auséncia de
anticorpos especificos para determinados patdgenos e a presenca de inibidores nas
plantas de oliveira, acabam que limitando a utilizacdo destes testes individualmente
(Bertolini et al., 2001). Erilmez & Erkan (2016) avaliaram a sensibilidade da técnica
ELISA e a RT-PCR convencional na anélise de plantas de oliveira, provenientes de
diferentes regibes da Turquia, frente aos virus ArMV, CLRV, CMV, SLRSV, OLV-1,
OLV-2, OLV-3, OLRSV e OLYaV, onde verificaram maior sensibilidade da RT-PCR
na andlise de diferentes partes vegetais das plantas.

O desempenho dos testes moleculares fez com que estes protocolos passassem
a serem adotados amplamente na detecc¢éo e diagnostico de diversos virus em plantas de
oliveiras (Youssef et al., 2010; Faggioli et al., 2005, 2017; Zellama et al., 2018). Porém,
a baixa sensibilidade, necessidade de uma etapa de purificacdo dos &cidos nucleicos
devido a acdo de inibidores e risco de contaminagcdo na etapa pds-PCR, tornam-se
algumas desvantagens da técnica. Deste modo, a RT-PCR tempo real demonstrou ser
mais sensivel e especifica, além de ndo ser necessaria uma etapa de eletroforese em gel
para visualizacdo dos resultados, visto que o0s produtos da PCR podem ser
acompanhados em tempo real devido a acéo de fluor6foros que emitem fluorescéncia ao
longo da reacéo.

Campos et al. (2019), desenvolveram um protocolo para deteccdo dos virus
OLV-1, OLYaV, OMMV e o Tobacco necrosis virus (TNV-D) em plantas de oliveira
utilizando a RT-PCR em tempo real com tecnologia SYBR Green. Dois experimentos
foram realizados para uma analise comparativa entre a técnica desenvolvida com uma
RT-PCR convencional. Um total de 63 amostras foram analisadas com ambas as
técnicas. Através da RT-PCR tempo real, 56 foram positivas para o0 OLV-1, 20 para o
OLYaV e 38 para 0 OMMV e TNV-D. J4 com a RT-PCR convencional, os valores
foram inferiores, com 13, 10 e 16 amostras positivas, respectivamente. Deste modo foi
observado a maior sensibilidade da técnica de RT-PCR em tempo real na comparacgéo
com a RT-PCR convencional.

E importante destacar que o composto florescente SYBR Green intercala-se
em qualquer DNA de fita dupla, incluindo produtos de sequéncias ndo especificas,
dificultando a analise dos resultados, podendo gerar falsos positivos. A andlise dos
resultados a partir do SYBR Green geralmente é realizada através da temperatura de

dissociacdo dos amplicons (produtos de amplificacdo) (temperatura de melting - Tm)
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que pode sofrer pequenas alteraces de valores em diferentes anélises dependendo dos
reagentes e equipamentos utilizados. Assim, este trabalho validou iniciadores e uma
sonda TagMan que normalmente é mais sensivel, especifica e confiavel que a PCR
utilizando SYBR-Green (Oliveira, 2010). Além disso, a utilizacdo de sondas TagMan,
podem ser utilizadas sem a necessidade de purificacdo dos acidos nucleicos (“direct
PCR”) com excelentes resultados.

Neste trabalho, a metodologia desenvolvida para a detec¢do do OLYaV obteve
parametros de desempenho com indices extremamente satisfatdrio, considerando a
auséncia de técnicas de referéncia baseadas na RT-PCR tempo real utilizando sonda
TagMan. Assim, a validacdo de um novo protocolo com alta sensibilidade e
especificidade possibilitara uma maior confiabilidade na deteccéo e diagndstico do virus

em plantas de oliveiras.

4.3.4 Determinacdo da prevaléncia do patégeno em materiais vegetais de
viveiro e plantios comerciais
Foram analisadas 545 plantas de viveiro de diferentes cultivares. Destes, 490
plantas, dos cvs. Arbequina, Koroneiki, Picual e Frantoio testaram negativos para o
OLYaV. Entretanto, todos os oito grupos do cv. Coratina apresentaram resultado
positivo. A analise individual dentro de cada grupo demonstrou que as 40 plantas
(100%) estavam infectadas com o virus OLYaV (Tabela 3).

TABELA 3. Detecgbes do Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) nas diferentes

cultivares presentes no viveiro.

Cultivares Total de Plantas | Amostragem | Grupos de | Plantas individuais
Nno viveiro de 5% 5 plantas | dos grupos positivos
Arbequina 3.796 190 0/38 NA**
Koroneiki 4.825 235 0/47 NA
Coratina 815 40 8/8* 40/40
Frantoio 815 40 0/8 NA
Picual 815 40 0/8 NA

* 8/8: Oito grupos positivos de 8 grupos analisados **NA: N&o analisado
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As amostras do plantio comercial reproduziram os resultados obtidos no
viveiro, todos os 4 grupos do cv. Coratina foram positivos. Na andlise das 20 plantas
individualmente, todas foram positivas para 0 OLYaV. Nas 120 amostras dos demais
cultivares ndo foi detectada a presenca do virus. Todas as mudas de oliveira utilizadas
para compor o plantio comercial em Sertdo Santana — RS, do cv. Coratina, tiveram
como origem as plantas matrizes do viveiro comercial, reforcando a afirmacdo de
Albanese et al. (2012), de que o principal método de propagacdo dos virus da oliveira,
em especial o OLYaV é através do material propagativo contaminado.

Estes resultados demonstram a importancia de metodologias validadas de
deteccdo de patdgenos em plantas utilizadas como fornecedoras de material vegetal para
obtencdo de mudas e que a rastreabilidade das mudas é um requisito importante e
fundamental para definir critérios de manejo dos patogenos.

No Brasil, ndo ha informagdes da presenca de nenhum dos virus descritos na
oliveira. Este é o primeiro relato do OLYaV em oliveiras no Brasil, onde é considerado
uma praga exotica. Como neste trabalho foram coletadas e analisadas amostras apenas
de um viveiro e plantas de campo procedentes do mesmo viveiro, ndo é possivel estimar
a real disseminacdo deste virus em outros viveiros e plantacdes, uma vez que é
necessaria uma maior abrangéncia de amostragens, para melhor classificar a
distribuicdo do OLYaV. O ndo cumprimento da regulamentacdo sobre o comércio e
introducdo de plantas de oliveira, permitiu a entrada de materiais ndo fiscalizados de
diferentes procedéncias, tornando indispensavel a aplicacdo de um programa de
certificacdo de mudas para analises destes materiais e garantir a qualidade sanitaria.
Trabalhos anteriores, demonstraram a alta incidéncia do OLYaV também em outros
paises. Faggioli et al. (2017), analisaram por RT-PCR convencional 189 plantas de
diferentes cultivares de oliveira na Italia, das quais 40% testaram positivas para o
OLYaV, 3,17% para CLRV e 0,53% para o ArMV. Al Rwahnih et al. (2011),
analisaram, também por RT-PCR convencional, diferentes cultivares de oliveira que
compdem o repositorio clonal de germoplasma dos EUA, com materiais de 19 paises e
relataram que 93,8% das plantas testaram positivas para o OLYaV, e 34,7% para o
CMV, demonstrando a ampla distribuicdo do virus em diversas regides de cultivo no
mundo. Zellama et al. (2018), observaram uma prevaléncia de 63% do OLYaV em
plantas de oliveira dos cvs. Arbequina, Koroneiki e Picual na Tunisia.

A preocupacdo com a qualidade das mudas e o avango nas técnicas de

deteccdo, estd fazendo com que haja um maior controle do material propagativo
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produzido e comercializado nos principais paises produtores como Espanha, Italia e
Portugal onde existem programas de certificagdo de material vegetal estabelecidos.
Neste trabalho, foi desenvolvido e validado um protocolo de deteccdo do
OLYaV, o qual permitiu detectar pela primeira vez a presenca do virus em plantas de
oliveira no Brasil. A expansdo da olivicultura esta atrelada a alta demanda por novas
mudas. Deste modo, a qualidade fitossanitaria de todo material vegetal produzido é
esperada, visando garantir a sanidade das plantas desde o viveiro até o campo. Um
programa de certificacdo para mudas de oliveira esta em elaboracdo no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), o qual necessitara de metodologias de
deteccdo e diagnostico confidveis e eficientes para a anélises de rotina. Desta forma, as
ferramentas desenvolvidas neste trabalho poderdo ser aplicadas em plantas matrizes a

fim de garantir a producdo de material livre de virus.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Foram desenhados iniciadores e sondas TagMan e validado protocolos de
deteccdo por RT-PCR em tempo real para os virus Arabis mosaic virus (ArMV), Cherry
leaf roll virus (CLRV), Cucumber mosaic virus (CMV) e Olive leaf yellowing

associated virus (OLYaV) em material vegetal de oliveira.

Foram desenhados iniciadores e sonda TagMan para detec¢cdo por RT-PCR em
tempo real do virus Strawberry latente ringspot virus (SLRSV) em material vegetal de

oliveira.

Foram validados protocolos de deteccdo por PCR em tempo real para as
bactérias Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) e Xylella fastidiosa subsp.

pauca (Xfp) em material vegetal de oliveira.

Foi validado protocolo de deteccdo por PCR em tempo real para fitoplasmas em

material vegetal de oliveira.

Os protocolos desenvolvidos e validados permitiram conhecer o estado sanitéario
de plantas matrizes de viveiro e plantios comerciais, demonstrando, de modo geral,

baixa prevaléncia dos patdgenos analisados.

O desenvolvimento e validagéo do protocolo de detec¢do por RT-PCR em tempo
real para Olive leaf yellowing associated virus (OLYaV) permitiu a primeira detecgdo

deste virus em plantas de oliveira no Brasil.

Em todas as plantas de oliveira do cv. Coratina analisadas, foi detectada a
presenca do OLYaV, sugerindo a introdugdo de material contaminado de outros paises.



6 APENDICES

APENDICE 1. Tabela de contingéncia para avaliacdo do método molecular

Resultado presuntivo obtido

Calculos (%)

Resultado L . . e L
) Positivo | Negativo | Resultado | Sensibilidade | Especificidade | Acurécia
confirmado
Positivo a b a+b
(a+d)/n x
Negativo c d c+d a/(a+c) x 100 d/(b+d) x 100 100
Resultado a+c b+d N

a: nimero de presumiveis positivos encontrados como positivo (verdadeiros positivos); b:
nimero de presumiveis negativos encontrados como positivo (falsos positivos); ¢: nimero de
presumiveis positivos encontrados como negativos (falsos negativos) e d: nimero de
presumiveis negativos encontrados como negativos (verdadeiros negativos).
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