Maracuja (do tupi mara kuya, “fruto que se serve” ou
“alimento na cuia”) é a denominacao dada ao fruto
produzido por plantas do género Passiflora da familia
Passifloraceae. Das cerca de 600 espécies de
Passiflora, P. edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo),
P. edulis (maracuja roxo) e P. alata (maracuja doce)
sdo responsaveis por 95% da area plantada no Brasil,
o maior produtor mundial da fruta com 684.376
toneladas produzidas em 2008 (IBGE, 2009). Dentre
os Estados brasileiros, o destaque é a Bahia, principal
produtor com 275.445 t produzidas em 2008, seguido
por Espirito Santo, Sergipe, Minas Gerais e Sao Paulo
(IBGE, 2009).

A Pinta Verde e o Definhamento
Precoce do Maracujazeiro

A cultura do maracuja é afetada por inimeras
doencas, sendo a podridao do colo, a mancha
bacteriana e o endurecimento dos frutos consideradas
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as principais (Fischer et al., 2005). No entanto,
outras enfermidades podem se tornar ainda mais
importantes em situagées especificas. Em 1994 foi
relatada no Estado da Bahia a ocorréncia de declinio
na cultura do maracujazeiro, associada a necrose e
morte de ramos e, finalmente, da planta. Essa doenca
foi inicialmente designada morte prematura do
maracujazeiro e, posteriormente, definhamento
precoce do maracujazeiro (DPM) (Santos Filho et al.,
1997). Em 1997, Kitajima et al. (1997) observaram
sintomas similares em Sao Paulo, porém o mais
caracteristico era a presenca de manchas circulares
verdes em frutos e o aparecimento de areas verdes
em folhas senescentes. Essa enfermidade,
denominada pinta verde do maracujazeiro (PVM), foi
associada a presenca de particulas virais baciliformes
no citoplasma de células infectadas e foi transmitida
para plantas sadias pelo acaro Brevipalpus phoenicis
(Figura 1). A partir dessa caracterizacao inicial, o
agente causal foi denominado virus da pinta verde do
maracujazeiro ou Passion fruit green spot virus
(PFGSV) (Kitajima et al., 1997).
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Figura 1. Aspecto de uma colénia de acaros Brevipalpus
phoenicis.

Estudos posteriores evidenciaram que, de maneira
similar ao PFGSV, o agente causal do DPM é um virus
baciliforme que provoca efeitos citopaticos
semelhantes em células infectadas de maracujazeiro e
é transmitido por acaros do género Brevipalpus, o que
sugere que duas denominacoes foram dadas a mesma
doenca. Sintomas semelhantes ao do DPM ou da PVM
também foram observados em Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sergipe, Rondonia, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Para, Maranhao e Distrito Federal (Santos
Filho et al., 1997; 1999; Kitajima et al., 2003). Em
todos esses locais a doenca estava associada a
infestacao pelo acaro B. phoenicis.

A importancia dessa enfermidade é crescente, os
prejuizos que causa sao significativos, o
desconhecimento de sua etiologia é grande e, até
pouco tempo, os métodos para o seu diagndstico eram
imprecisos. Em funcao disso, o objetiva-se descrever e
discutir os principais métodos para identificar o DPM/
PVM, além de relatar o desenvolvimento da primeira
metodologia para o diagnéstico rapido, especifico e
confiavel da doenca.

O Diagnéstico da Pinta Verde/
Definhamento Precoce do
Maracujazeiro

Sintomas

Tradicionalmente, as enfermidades causadas por virus
transmitidos por Brevipalpus (VTBs) tém sido
diagnosticadas com base nos sintomas tipicos de lesdes
locais clordticas ou necrdticas nos tecidos afetados e

pelos efeitos citopéaticos observados em cortes
ultrafinos de tecidos lesionados através de microscopia
eletrénica de transmissao.

No caso da pinta verde, os frutos infectados,
independentemente do grau de maturacao, apresentam
manchas circulares verdes (Figura 2A e 2B), que
tendem a serem maiores em maracuja doce (Figura 2A).
Em folhas, as lesdes costumam ser mais evidentes
quando estas estdo senescentes e aparecem na forma
de anéis concéntricos ou faixas verdes ao longo da
nervura principal e secundaria (Figura 2C). Ha ainda
intensa queda de folhas maduras, levando a diminuicao
da vida (til das plantas. Em ramos, as lesdes necréticas
sdo bastante evidentes (Figura 2D), podendo coalescer e
resultar no anelamento do ramo e consequente morte da
planta (Kitajima et al., 1997).

No entanto, apesar de extremamente Uteis, sintomas
nao devem ser o Unico método de diagndstico da
enfermidade, por serem passiveis de confusao com
aqueles causados por outro patégeno ou por algum
agente abidtico. Devem ser utilizados sempre em
combinacdo com outro método para a confirmacao da
doenca. A associacdo entre sintomas caracteristicos de
DPM/PVM e presenca de acaros Brevipalpus spp.
certamente sugere o diagndstico, mas o mesmo s6 pode
ser realizado com seguranca apds a reproducao dos
sintomas em plantas-teste inicialmente sadias, por meio
desses acaros, o que pode demorar cerca de um a trés
meses.

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Conforme mencionado anteriormente, exames de cortes
ultrafinos de tecido infectado ao MET tém sido
tradicionalmente utilizados para a deteccao de virus
baciliformes transmitidos por acaros Brevipalpus, tanto
em maracujazeiro quanto em outras culturas (Kitajima et
al., 2003). Os exames em MET consistentemente
revelam a presenca de particulas baciliformes medindo
50-70nm x 100-120nm em cisternas do reticulo
endoplasmatico e viroplasma denso no citoplasma
(Kitajima et al., 1997, 2003; Figura 3). No entanto,
apesar de ser um teste Util, é de custo elevado e
demanda equipamentos e pessoal especializado, além de
muito tempo de andlise das secc¢oes, inviabilizando o
diagnéstico de grande nimero de amostras (Locali et al.,
2003). Além do mais, exames ao MET sao Uteis na
deteccdo de um determinado patégeno, mas muitas
vezes nao na sua identificacao.
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Figura 2. Sintomas de pinta verde/definhamento precoce em diferentes tecidos de maracujazeiro. A) fruto
de maracuja doce; B) frutos de maracujad amarelo; C) folhas e D) ramos.

Figura 3. Micrografia de seccdes ultrafinas de tecido de
maracujazeiro com lesdes de pinta verde do maracujazeiro

evidenciando particulas baciliformes contidas em cisternas do
reticulo endoplasmatico.



Diagnéstico da Pinta Verde/Definhamento Precoce do Maracujazeiro

Deteccdo molecular por meio de RT-PCR

Em funcado da demanda por um método de diagndstico
para o DPM/PVM que fosse especifico, rapido,
eficiente e confidvel, foi recentemente desenvolvido
um método de diagndstico molecular baseado na
reacdo em cadeia da polimerase apds a transcricao
reversa (RT-PCR), que detecta especificamente o
virus das amostras. Por meio desse teste, foi
possivel também determinar que, conforme
suspeitado, pinta verde e definhamento precoce sao
duas denominacdes para a mesma enfermidade, uma
vez que o teste funciona para a deteccao dos dois
agentes causais enquanto nao detecta outros virus
associados a cultura, como os virus do mosaico do

pepino (Cucumber mosaic virus, CMV) e do Cowpea
aphid-borne mosaic virus passiflora strain (CAbMV)
(Antonioli-Luizon et al., 2009).

O desenvolvimento desse método se deu a partir do
sequenciamento parcial do genoma do PFGSV (isolado
de Limeira, SP) e desenho de iniciadores (primers)
especificos para duas regides do genoma viral
(Antonioli-Luizon, Kitajima e Freitas-Astua, dados nao
mostrados). Esses iniciadores foram validados para
cerca de 30 amostras de maracujazeiro doce ou
azedo provenientes dos Estados de Sao Paulo e da
Bahia e do Distrito Federal. Um exemplo do resultado
obtido em RT-PCR pode ser observado na Figura 4.

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da RT-PCR, usando os iniciadores especificos
para o a regido codificadora da proteina de movimento do PFGSV. M - Marcador molecular Tkbp DNA
Ladder Plus (Invitrogen); 1 a 15 - amostras de maracujazeiro de diferentes localidades de S&do Paulo, Bahia
e Distrito Federal, exibindo sintomas de pinta verde/ definhamento precoce do maracujazeiro; 16 - amostra
sadia de maracujazeiro.

Consideracées Finais

Por se tratar de uma doenca relativamente
nova do maracujazeiro e ainda pouco conhecida
por produtores e técnicos, maior cuidado deve
ser tomado no diagndstico do DPM/PVM a fim
de se evitar a entrada do patdgeno em novas
areas de cultivo. Por outro lado, uma vez
corretamente identificada a enfermidade, seu
manejo pode ser obtido por meio do controle do
acaro vetor.

Com o desenvolvimento do primeiro método
confidvel, rdpido e especifico para a diagnose
da pinta verde do maracujazeiro, ndo apenas hé
mais seguranca no diagndstico, como foi
possivel mostrar, inequivocamente, que essa
enfermidade é causada pelo mesmo agente
etiolégico do definhamento precoce do
maracujazeiro, confirmando as suspeitas
anteriores.
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