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1. INTRODUGAO

A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) € uma espécie arbérea nativa da
América do Sul com grande relevancia socioeconémica, cultural e ambiental,
especialmente nos Estados do Sul do Brasil, onde a cadeia produtiva da cultura
representa uma das principais atividades agricolas (PIASSETTA; MIKOS; AUER,
2021). Popularmente consumida na forma de chimarrédo e cha, a erva-mate possui
forte vinculo histérico com os povos indigenas guaranis, que ja utilizavam suas
folhas em infusdes antes da colonizagéo europeia (DANIEL, 2009). Atualmente, a
planta também é reconhecida por seu valor nutricional e medicinal, destacando-
se pelos compostos bioativos como cafeina, teobromina, polifendis e saponinas,
que lhe conferem propriedades antioxidantes e estimulantes (ARCARI et al.,
2009). Entre os patégenos potenciais, os virus tém despertado atencao crescente,
sobretudo por relatos na Argentina entre 2014 e 2020, que identificaram quatro
virus distintos associados a erva-mate: Yerba mate endornavirus (YmEV), Yerba
mate chlorosis-associated virus (YMCAV), Yerba mate-associated circular DNA
virus (YMaCV) e Yerba Mate Virus A (YmVA) (DEBAT et al., 2014; BEJERMAN et
al., 2017; BEJERMAN et al., 2018; BEJERMAN et al., 2021). Dentre esses, 0
YMaCV, pertencente ao grupo de virus de DNA circular, apresenta destaque por
sua recente descoberta e pela auséncia de informa¢des sobre sua epidemiologia.
Apesar da relevancia econdmica da cultura no Brasil, ainda nao existem registros
oficiais da ocorréncia de viroses em ervais nacionais. Considerando a proximidade
geografica com areas argentinas onde o YMaCV ja foi descrito e a intensa troca
de material vegetal entre paises produtores do Cone Sul, existe risco significativo
de ocorréncia e disseminagdo do virus em plantagdes Dbrasileiras.
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo diagnosticar a presenga do
Yerba mate-associated circular DNA virus (YMaCV) em plantagbes de erva-mate
no Rio Grande do Sul, utilizando a técnica de PCR com primers especificos para
essa espécie.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas folhas de erva-mate em sete municipios produtores do Rio Grande
do Sul: llépolis, Arvorezinha, Putinga, Coronel Bicaco, Santo Augusto, Mato Leitao
e Venancio Aires, totalizando 41 amostras. As coletas abrangeram diferentes
sistemas de manejo. As amostras foram processadas por maceragao em nitrogénio
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liquido, e o DNA foi extraido segundo Doyle e Doyle (1987). Para a detecgéo do
virus, foram utilizados trés pares de oligonucleotideos especificos, desenhados a
partir da sequéncia de referéncia do YMaCV (GenBank NC_040708.1) e usando a
ferramenta primers-Blast (NCBI) (Tabela 1). As reagbes de PCR foram conduzidas
em volume final de 25 pL, contendo tampéao, MgCl,, dNTPs, primers especificos e
Taqg DNA polimerase. As condicdes de amplificagao incluiram desnaturagao a 94
°C, anelamento a 50 °C e extensao a 72 °C. O produto das reacdes foi analisado
em gel de agarose a 1%.

Tabela 1 - Pares de oligonucleotideos utilizados para a PCR

Oligonucleotideos Seq do primer (5°-3") Temp. de
anelamento

Par 1

YD281F ATTTTTCCTGCGTGGTGTG 50
C

YD1131R 50
ACACACTGCTTCGCTGATG
A

Par 2

YD1189F ACACACTGCTTCGCTGATG 50
A

YD2159R 50
GCTCAACCTTTCCCCCATG

Par 3 A

YD2140F TCATGGGGGAAAGGTTGA 50
GC

YD2705R 50
TAATGTACCCCAACCTCCC
G

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de PCR realizados com os trés conjuntos de primers especificos nao
apresentaram produtos de amplificacdo para o Yerba Mate-Associated Circular
DNA Virus (YMaCV). Resultados semelhantes ja foram descritos para outros virus
de DNA circular, em que a PCR demonstrou menor sensibilidade quando
comparada a técnica de amplificagao por circulo rolante (Rolling Circle Amplification
— RCA) (NAITO et al.,, 2010). Embora a PCR seja amplamente utilizada como
ferramenta de diagndstico molecular de virus, a técnica apresenta limitagdes que
podem comprometer sua sensibilidade e especificidade. O sucesso da amplificagao
depende de diversos parametros experimentais, como a temperatura de
anelamento dos primers, a concentragao de cofatores (por exemplo, MgCl,) da
DNA polimerase, e os tempos de cada etapa do ciclo. Apesar da existéncia de
evidéncias da presenca do YMaCV no Brasil (NUNES ET AL., 2023), a auséncia
de um controle positivo nesta analise limita a interpretacdo dos resultados
negativos. Dessa forma, ndo € possivel concluir com seguranga se 0s primers
utilizados foram ineficazes ou se outros fatores experimentais comprometeram a
deteccao do virus.
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4. CONCLUSOES

Os testes de PCR nao detectaram o YMaCV nas amostras analisadas, o que pode
estar relacionado a baixa sensibilidade dos primers ou a falta de ajustes nos
parametros da reagao. A auséncia de controle positivo limita a interpretagdo dos
resultados. Estudos futuros com técnicas mais sensiveis, como RCA, e uso de
controles adequados sdo recomendados para confirmar a presencga do virus.
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