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Introducao

O morango (Fragaria x ananassa Duchesne) é a espécie do grupo das pequenas fru-
tas com maior area cultivada no Pais, estimada em cerca de 3.500 ha. Portanto, é um dos
segmentos mais importantes da fruticultura de clima temperado. As areas de producédo de
morangos estdo concentradas nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Goias e Distrito Federal. O Rio Grande do Sul
tem quatro polos principais de producao, localizados no Vale do Cai, na Serra Gaucha, nos
Campos de Cima da Serra e em Pelotas.

As décadas compreendidas entre os anos 1940 e 1980 testemunharam, com inter-
rupcodes, varios trabalhos de melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares
de morangueiros adaptadas as condi¢des climaticas no Brasil, os quais foram desenvolvidos
no Instituto Agronémico de Campinas (SP) e na antiga Unidade de Execuc¢do de Pesquisa de
Ambito Estadual da Cascata, hoje Embrapa Clima Temperado (Pelotas, RS) (CASTRO, 2004).
Esses esforcos coincidiram com os primeiros estudos sobre virus de morangueiros no Pais,
principalmente sobre o0 mosqueado do morangueiro e o bandeamento de nervuras do
morangueiro (CARVALHO; COSTA, 1961; KITAJIMA et al., 1971, 1973), que ja se destacavam
como responsaveis por severos danos a cultura do morango, desde Sao Paulo até o Rio
Grande do Sul (BETTI et al., 1973; CARVALHO; COSTA, 1961; DANIELS; ASSIS, 1979; KITAJIMA
etal, 1971).

A qualidade das mudas atualmente em uso no Brasil melhorou em comparagdao com
o cenario descrito acima, gracas, entre outros fatores, a producao de matrizes e mudas por
meio do cultivo de meristemas in vitro, de matrizes micropropagadas, do tratamento de
material basico por termoterapia e da criteriosa selecdo e avaliacdo sanitaria de matrizes.
Atualmente, porém, como ha uma rotacdo intensa de cultivares, novos germoplasmas
entram rapidamente no mercado e cultivares antigas perdem espaco, o que pode levar
ao aumento do nivel de contaminagao por virus. Levantamentos realizados entre 2005 e
2009 em plantios comerciais nos Campos de Cima da Serra, na Serra Gatcha e no Vale do
Cai, RS, revelaram, por meio de testes moleculares, biolégicos e por microscopia eletrénica,
uma porcentagem significativa de plantas infectadas por Strawberry crinkle virus (SCV),
Strawberry mild yellow edge virus (SMYEV) e Strawberry mottle virus (SMoV) em amostras
de cultivos comerciais de oito municipios das trés regides produtoras do Estado, envol-
vendo as cultivares Aromas, Burkley, Camarosa, Camino Real, Comanche, Dover, Diamante,
Oso Grande, Serrana, Sweet Charly, Tudla, Ventana e Verdo (NICKEL et al., 2009; SILVA et al.,
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2006). Entretanto, ndo foi possivel determinar se as infeccbes tiveram origem nas mudas
importadas. Pelo aspecto legal, houve avanco no Pais: a producao, a comercializacdo e a
utilizacdo de mudas, além das atividades de empresas certificadoras, foram regulamenta-
das por lei e decreto especificos (de 2003 a 2005) e por instrugdes normativas do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa).

No mundo, o morangueiro é afetado por cerca de 30 espécies virais, em infec¢des
individuais ou complexas, que causam um amplo espectro de sintomas, resultando em
fraco vigor vegetativo e baixa producao. Estima-se que muitos virus ainda estdo por ser
descobertos e caracterizados em Fragaria spp. Aqui serdo abordadas as espécies virais eco-
nomicamente mais importantes (Tabela 1).

Virus transmitidos por pulgdes

Sete espécies de virus de morangueiros transmissiveis por afideos (pulgbes) ja fo-
ram relatados até este momento. Desses, o encrespamento [Strawberry crinkle virus (SCV),
familia Rhabdoviridae, género Cytorhabdovirus] (HUNTER et al., 1990; SCHOEN et al., 2004),

Tabela 1. Doencas virais em morangueiros.

Transmitidos por pulgoes

Nenhum ou severo em infeccbes RT-PCR,

Strawberry crinkle (SCV) Cytorhabdovirus complexas indicadoras

Nenhum ou isolados fortes redu-

Strawberry mottle virus Secoviridae Jerm vidor: severo em infecces RT-PCR,
(SMoV) “nao classificado” gor; S indicadoras
complexas
. . . ELISA,
Strawberry mild yellow . Nenhum; severo em infec¢des
Potexvirus RT-PCR,
edge (SMYEV) complexas -
indicadoras
Strawberry veinbanding . . Nenhum; severo em infeccdes PCR,
Caulimovirus -
(SVBV) complexas indicadoras
Strawberry chlorotic
fleck-associated virus Closterovirus Nenhum RT-PCR
(StCFV)

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Nome do virus
(acronimo)/
nome comum

Género do agente Sintomas em cultivares
causal comerciais

Deteccao™

Transmitidos por nematoides, pdlen e sementes

Nenhum ou sintomas de murcha

Tomato ringspot virus Nepovirus de Verticilium, enfezamento,
(ToRSV) .
mosqueado, manchas difusas
Strawberry latent ringspot ~ Secoviridae Severos em infecgées complexas,
virus (SLRSV) "nao classificado” manchas anelares
Nanismo, clorose em algumas ELISA,
Arabis mosaic (ArMV) Nepovirus . ' 9 RT-PCR,
cultivares ou nenhum L
indicadoras
Tomato black ring virus . Salpicado clorético, manchas
Nepovirus
(TBR) anelares e mosqueado
. . Enrolamento foliar, manchas
Raspberry ringspotvirus . . .
Nepovirus anelares, salpicado clorético ou
(RpRSV)
nenhum
Transmitidos por tripes, pélen e sementes
Strawberry necrotic shock . Nenhum; perda de vigor e queda
. Harvirus <
virus (SNSV) de producéo de frutas ELISA
Apple mosaic virus (ApMV) llarvirus Nenhum RT-PCR,
Fragaria chiloensis latent . R indicadoras
virus (FCILV)
Transmitidos por mosca-branca
Strawberry pallidosis- Crinivirus
-associated virus (SPaV) Nen'hum, e em algumas . RT-PCR,
Beet do vell . cultivares, declinio em infec¢6es indicadoras
eet pseudo yellows virus L el Ee
(BPYV) Crinivirus p
Transmitidos por fungo do solo
- . ELISA,
Tobacco necrosis virus . Nanismo, necrose de folhas e
Necrovirus , RT-PCR,
(TNV) raizes L
indicadoras

MRT-PCR: teste molecular feito em laboratério; indicadoras: plantas suscetiveis que reagem com sintomas virais apos inocula-
¢ao mecanica ou por transmissdo de virus através de enxertia.

Fonte: adaptado de Moyer et al. (2010).
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a clorose marginal [Strawberry mild yellow edge virus (SMYEV), familia Betaflexiviridae, gé-
nero Potexvirus) (JELKMANN et al., 1992; LAMPRECHT ; JELKMANN, 1997), o mosqueado
[Strawberry mottle virus (SMoV), familia Sequiviridae, género Sadwavirus] e o bandea-
mento das nervuras [Strawberry vein banding virus (SVBV), familia Caulimoviridae, género
Caulimovirus] (STENGER et al., 1988) sao os virus mais disseminados e de maior importancia
econOmica em todas as regides produtoras de morango do mundo. SMoV tem uma orga-
nizacao gendmica similar ao tipo Nepovirus, mas, contrariamente a esses, é transmitido por
pulgdes. A espécie consta como “ndo classificada” na familia Secoviridae de virus de RNA
biparticulados (CONVERSE 1987; THOMPSON et al., 2002). A ocorréncia dos quatro virus de
morangueiros transmitidos por pulgées no Rio Grande do Sul foi relatada anteriormente
(BETTl et al., 1973).

A associacdo de SMYEV com um Luteovirus na década de 1980 baseou-se em varios
relatos (SPIEGEL et al., 1986; YOSHIKAWA et al., 1984). A transmissdo de um Potexvirus de
forma persistente pelo vetor Chaetosiphon fragaefolii é surpreendente, porque, geralmen-
te, os Potexvirus nao sdo transmissiveis por pulgdes. Os autores conjecturaram (JELKMANN
et al,, 1990) que o Potexvirus seria transmitido com a ajuda do Luteovirus, como “virus auxi-
liar", no mecanismo da transmissao de SMYEV por pulgdes, ou, entao, que SMYEV poderia
ser transmitido com base em mecanismo ainda desconhecido. A sequéncia de nucleoti-
deos obtida de um fragmento 3’-terminal de 26K do gene da suposta proteina capsidial
(CP) do isolado MY-18 de SMYEV nao apresentava homologia com proteinas de Luteovirus,
e um antissoro preparado contra uma proteina de fusdo contendo a suposta CP reagiu
fortemente com SMYEV. Concluiu-se que existe uma clara associacao entre a clorose mar-
ginal e SMYEV, sendo este ultimo proposto como novo Potexvirus (JELKMANN et al., 1990).
Um construto contendo um clone infeccioso completo de SMYEV foi utilizado para ino-
cular Fragaria vesca ‘Alpine’ pela via biobalistica e agroinoculacdo, e Chenopodium quinoa
e Chenopodium foetidum pela via mecanica. As plantas inoculadas produziram sintomas
que nao se distinguiram daqueles de plantas-controle inoculadas por enxertia ou transmis-
sdo de SMYEV por afideos. O Potexvirus inoculado com o construto ndo é transmissivel de
F. vesca por C. fragaefolii, sugerindo a necessidade de um “virus auxiliar” para a transmissao
por vetor (LAMPRECHT; JELKMANN, 1997)

Biologia dos virus transmitidos por afideos

Os principais virus de morangueiros ocorrem em estreita associacao com a coloniza-
¢do do morangueiro por pulgdes, espécie ja relatada em morangueiros no Brasil (BERTELS;



CAPITULO 18  Viroses 487

BAUCKE, 1966), principal vetor dos virus de morangueiros. Os vetores mais importantes
dos virus do morangueiro transmitidos por pulgdes sao espécies pertencentes ao género
Chaetosiphon, destacando-se a espécie mais comum C. fragaefolii (Cock.) (antes denomina-
do Pentatrichopus fragaefolii e Capitophorus spp.), responsavel pela maior parte da trans-
missdo natural desses virus. Ha outras espécies vetoras: C. tomasi (H. R. L.), C. minor (Forbes)
e C. jacobi (H. R. L.), Aphis gossypii (Glover), afideo cosmopolita e polifago, e outras espé-
cies dos géneros Aphis, Acyrtosiphon (antes denominado Macrosiphum), Amphorophora,
Aulacorthum, Myzaphis, Myzus, Nectarosiphon e Rhodobium. Estudo recente sobre afidios
que colonizam o morangueiro no Parana revelou que C. fragaefolii é a espécie predominan-
te, e que Aphis gossypii e A. forbesi (Weed) ocorrem com menor frequéncia (ARAUJO et al.,
2010). Em areas em que Chaetosiphon predomina, o potencial de transmissao simultanea
de outros virus pode levar a infeccdes multiplas, causadoras de sintomas severos e perda
de producao, e a complexos com virus transmitidos por moscas-brancas, como SPaV e
BPYV, que levam as plantas ao declinio.

SVBYV, o virus de menor frequéncia de ocorréncia em morangos, e SMoV, o mais co-
mum dos virus que infectam morangos, ocorrem naturalmente no género Fragaria. Ambos
sdo virus do tipo semipersistente. Curtos periodos de aquisicao e transmissao (minutos) sao
caracteristicas da relacdo virus-vetor. O status de vetores viruliferos, depois da aquisicdo
do virus, persiste nos vetores apenas por algumas horas. O virus é adquirido pela sucgao,
acumula-se no canal alimentar, mas nao passa para a hemolinfa. O vetor ndao permanece
virulifero depois da ecdise. O fato de que a probabilidade da transmissao aumenta com o
tempo de aquisicao sugere que o virus se acumula no vetor pela succao prolongada. SVBV
é adquirido por Chaetosiphon spp. em 30 minutos de succdo, e o vetor mantém-se virulifero
por cerca de 24 horas depois da aquisicdo do virus (FRAZIER, 1955).

Individuos de Chaetosiphon fragaefolii e de Aphis gossypii (Glov.), além das espécies
C. tomasi e C. minor, sdo capazes de adquirir SMoV de uma planta infectada e transmiti-los
para uma planta sadia, em poucos minutos de aquisicao e transmissao. Outras espécies
relatadas como vetores de SMoV pertencem aos géneros Acyrtosiphon, Amphorophora,
Myzaphis e Myzus.

SMYEV, um dos mais amplamente disseminados, e SCV, um dos mais destrutivos
virus que afetam morangueiros cultivados, sdo transmitidos eficientemente por pulgées,
de forma persistente. A relagdo virus-vetor do tipo persistente requer longos periodos
de aquisicao e transmissao dos virus, de dias e até mesmo semanas, e um longo periodo
de laténcia depois da aquisicdo, durante o qual o vetor ndo é capaz de transmitir o virus.
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O virus é ingerido através de succao da planta infectada, invade a hemolinfa, atravessan-
do a parede do intestino, e chega as glandulas salivares, de onde pode ser transmitido
para outras plantas. Virus transmitidos de forma persistente também sdo denominados de
propagativos quando ha replicacdo do virus no vetor. Depois do periodo de laténcia, os
insetos retém o status de viruliferos por toda a sua vida, isto é, os virus persistem de forma
infecciosa no vetor.

Varias espécies do género Chaetosiphon, além de espécies dos géneros Myzus e
Acyrtosiphon (Macrosiphum), transmitem SMYEV. A depender das espécies do vetor, sao
necessdrias de 8 horas a 2 dias de succdo para o vetor adquirir o virus de plantas infectadas,
um periodo de laténcia de até 40 horas e 8 dias de succao para transmiti-lo para plantas
sadias (ENGELBRECHT, 1967; KRCZAL, 1979).

SCV, por sua vez, além de possuir um periodo de laténcia em C. fragaefolii de 10 a 19
dias, que pode ser mais longo em periodos frios e reduzir-se a eficiéncia da transmissao,
multiplica-se no vetor, o que equivale a uma“infeccao” pelo virus, permitindo sua replicacao
no “hospedeiro” animal. Com um periodo de incubacao (tempo da inoculacao até a apari-
¢do de sintomas nas plantas) no morangueiro de 2 a 4 semanas, o ciclo total de transmissdo
de SCV pode durar 75 dias. A depender da espécie do vetor, o periodo de laténcia de SCV
alcanca 59 dias. Essas caracteristicas bioldgicas da relacao virus-vetor permitem, portanto,
sua exploracdo no ambito de estratégias de controle. E plausivel assumir que a eficiéncia
de transmissao do virus em latitudes tropicais/subtropicais aumente em decorréncia da
reducdo do periodo de laténcia no vetor (KRCZAL, 1982).

Virus transmitidos por moscas-brancas

Os Crinivirus (familia Closteroviridae, género Crinivirus) sdo, aparentemente, um
problema emergente na agricultura mundial da ultima década. Eles possuem os maiores
genomas de RNA de fita simples e senso positivo conhecidos em virus de plantas e sdao
transmitidos por espécies de moscas-brancas dos géneros Bemisia e Trialeurodes, de forma
semipersistente. Dois desses virus foram, recentemente, associados a doenca palidose do
morangueiro: Strawberry pallidosis-associated virus (SPaV) e Beet pseudo yellows virus (BPYV)
(TZANETAKIS et al., 2004a). A palidose, uma doenga que provavelmente se originou nos
Estados Unidos, causa palidez e amarelamento das plantas. Alguns clones de Fragaria vesca
var. semperflorens e UC-5, utilizados como indicadoras, reagem de forma assintomatica a
palidose. J4 os clones de Fragaria virginiana UC-10 sdo sensiveis.
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Historicamente, a palidose foi associada a sintomas de declinio do morangueiro
guando em conexao com outros virus transmissiveis por pulgdes. Considerada uma rari-
dade nos EUA, a palidose revelou-se amplamente distribuida depois de ter sido diagnosti-
cada como a mais disseminada das doencas de morangos transmissiveis pela enxertia, em
Maryland e na Califérnia, EUA, tendo infectado cerca de 70% a 90% dos cultivos investiga-
dos. A doenca, que adquiriu destaque recentemente, é um problema que foi subestimado,
até 2003, nas regides produtoras de morangos dos EUA. Hoje, a doenca estd amplamente
disseminada no Leste dos EUA e na Califérnia. A relevancia do SPaV e o do BPYV em todo o
mundo deve aumentar no futuro, tanto em decorréncia da expansao do territorio ocupado,
guanto em virtude da fecundidade das moscas-brancas (MARTIN et al., 2001), no Oeste do
Canada, onde causa severas perdas. Em plantas de casa de vegetacao, a palidose produz
clorose, reduz a producéo de estolbes e afeta, portanto, a producdo de mudas. Ha poucos
sintomas diagnosticados dessa doenca. Resumem-se na expressao “palidez”. Enfezamento
e, as vezes, declinio e morte de plantas podem ser indicativos de infeccdo viral complexa,
por virus transmissiveis por pulgdes, que podem reduzir o vigor e a producao, mas, geral-
mente, ndo sao perceptiveis em infec¢des individuais.

Sintomas de palidose assemelham-se a deficiéncias minerais e a outras disfungdes
abidticas. O diagnéstico visual de palidose no campo é dificil. Seu maior impacto se percebe
na infecgdo multipla de SPaV e/ou BPYV com qualquer um dos outros virus de morangos.
Nesse caso, a doenga causa matizes de vermelho das folhas adultas, reduz o desenvolvi-
mento radicular em 15% a 20%, reduz o nimero e o peso das frutas e leva ao enfezamento,
ao declinio e a morte das plantas (WINTERMANTEL, 2004). A palidose em Fragaria chiloensis
ocorre também no Chile, ao longo da costa do Pacifico, nas Américas do Sul e do Norte, ex-
ceto nos trépicos. Como, no Brasil, ¢ comum a importacao de mudas de morangos do Chile,
da Argentina e também dos EUA, viroses como a palidose do morango devem merecer
especial atencdo para evitar que seja introduzida. Espécies de moscas-brancas dos géneros
Trialeurodes e Bemisia ocorrem no Brasil. Plantios comerciais norte-americanos contamina-
dos sao, geralmente, assintomaticos. Decorre dai seu carater de agente potencial de danos
devastadores a producdo de morangos, com a sua introducao.

A ocorréncia de declinio do morangueiro é, geralmente, associada a presenca da
mosca-branca Trialeurodes vaporariorum, assim como a presenca de pulgdes que possam
transmitir os outros virus do morangueiro, provavelmente associados a essa doenca. A pre-
senca somente de SPaV e BPYYV, os virus associados a palidose, ndo é, aparentemente, sufi-
ciente para produzir o declinio do morangueiro. Essa doenca apresenta grande semelhancga
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com o “vermelhao’, que ocorre atualmente em varios estados no Brasil, geralmente na pro-

ximidade de plantios de tomate, colonizados por moscas-brancas (comunicacao pessoal)'.
= "

A presenca do “vermelhdo’, sem populacdes significativas de moscas-brancas, pode indicar
que o material de plantio pode ter sido infectado por palidose, na sua origem.

Virus transmitidos por nematoides

Um grupo de cinco virus de morangueiros é transmitido por nematoides dos géneros
Xiphinema e Longidorus, como também por pdlen e sementes. Sua presenca, relatada no
Hemisfério Norte, pode causar danos significativos a cultivos de morango quando presen-
tes em complexos virais. Quatro desses virus — Tomato ringspot virus (TORSV), Tomato black
ring virus (TBRV), Arabis mosaic virus (ArMV) e Raspberry ringspot virus (RRSV) — pertencem
ao género Nepovirus (familia Comoviridade). Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) cons-
ta como espécie “nao classificada” na familia Secoviridae de virus de RNA biparticulados
(THOMPSON et al., 2002).

Esse grupo de virus engloba espécies virais que, em geral, sdo facilmente transmissi-
veis mecanicamente, e comumente induzem a formagdo de manchas anelares (anéis cloro-
ticos) em plantas indicadoras. ToRSV tem um amplo espectro de hospedeiras, entre frutei-
ras e plantas herbdaceas. Seus sintomas tanto podem ser imperceptiveis quanto podem se
manifestar sob a forma de nanismo, perda de vigor, reducdo de estoldes e mosqueado. Em
F. vesca, pode produzir mosqueado e manchas difusas similares aos produzidos pelos virus
transmissiveis por pulgdes. Enquanto, na Europa, o SLRSV é tido como agente patogénico
de importancia secundaria, estima-se que, nos EUA, ele possa causar reducao substancial
da producdo. SLRSV causa, geralmente, como os Nepovirus mencionados anteriormente,
infeccdes latentes (sem sintomas perceptiveis) na maioria das cultivares comerciais de mo-
rangos. Algumas cultivares reagem, com mosqueado e declinio. O SLRSV é um patdégeno
que infecta um grande ndimero de espécies de plantas ornamentais e fruteiras, como a
amoreira-preta, a groselheira, a cerejeira, a videira, a ameixeira europeia e o pessegueiro,
além de um grande numero de plantas invasoras, entre as quais estao varias espécies de
ocorréncia comum em pomares de fruteiras arbéreas e nas proximidades dos plantios de
morangos.

' Comunicagao pessoal, via e-mail, dr. Hélcio Costa, Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo
Rural, ES, 10/9/2008 a 3/10/2008.
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A relevancia restrita desses virus em diversas fruteiras no Brasil, apesar do carater
cosmopolita dos nematoides vetores, decorre, provavelmente, da auséncia ou da baixa
incidéncia das espécies transmissoras, o que se deduz, por exemplo, do fato de nao haver
confirmacgao de ocorréncia desses vetores no Pais, especialmente do nematoide Xiphinema
diversicaudatum.

O Tobacco necrosis virus (TNV) (familia Tombusviridae, género Necrovirus) é trans-
mitido pelo fungo oomiceto Olpidium brassicae. O patégeno induz sintomas similares a
SMYEV e SPMYEV em indicadoras Fragaria spp. Ha pouca informacdo sobre danos causados
por TNV em plantios comerciais; a ocorréncia de nanismo e podriddo de folhas e raizes
foi relatada (MOYER et al., 2010). O virus tem um amplo espectro de plantas hospedeiras,
é transmissivel por via mecanica para indicadoras herbaceas e pode estar presente em
Fragaria spp., sem sintomas (FRANOVA-HONETSLEGROVA et al., 1998). Em caso de suspeita
de infeccdo, a inoculagdo mecanica de C. quinoa é recomendavel em virtude da ocorréncia
de sorotipos distintos e fraca reacao cruzada, e da ocorréncia do virus com RNA livre, o que
torna o teste ELISA passivel de produzir falsos negativos (CONVERSE et al., 1987).

Virus sem vetores conhecidos

Alguns llarvirus (familia Bromoviridae) (Tabela 1) sdo conhecidos em morangueiros,
mas sem relatos de danos causados. Como sdo virus transmitidos pelo pélen e pelas se-
mentes, representam um grande desafio ao desenvolvimento de estratégias para prevenir
ou impedir sua disseminacgao nos plantios. Strawberry necrotic shock virus (SNSV) foi, desde
os anos 1950, considerado um isolado de Tobacco streak virus (TSV), o membro-tipo do
género llarvirus. Entretanto, ha uma série de evidéncias que questiona essa relacao: a) di-
ferencas de expressao de sintomas entre isolado-tipo de TSV de Fragaria vesca e outros de
amora-preta, feijao, fumo e trevo-branco; b) diferencas sorolégicas; c) auséncia de protecao
cruzada; e d) auséncia de hibridacdo em Northern blots entre isolados de morangueiro e
amoreira-preta e os outros isolados (STENGER et al., 1987). Sequéncias de TSV isolado-ti-
po ndo permitiram a deteccdo do virus em pequenas frutas via RT-PCR. A sequéncia de
nucleotideos de um isolado de TSV de morangos agrupou-se com outros isolados de
morangueiros, revelando baixa identidade com a sequéncia do TSV-tipo. Nenhuma dessas
plantas, portanto, estava infectada com TSV. Aparentemente, TSV nao é um patégeno de
Fragaria spp. Em decorréncia dessa constatacao, o isolado sequenciado recebeu seu anti-
go nome, SNSV (MARTIN; TZANETAKIS, 2006; STACE-SMITH et al., 1987; TZANETAKIS et al.,
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2004b). Fragaria chiloensis latent virus (FCILV), originario do Chile, esta presente, geralmen-
te, de forma assintomatica, nas Américas do Sul e do Norte, ao longo da costa do Pacifico,
onde ocorre Fragaria chiloensis. A sequéncia completa de nucleotideos do genoma viral foi
determinada (TZANETAKIS; MARTIN, 2005b).

Um terceiro llarvirus, com sintomas de enrolamento de folhas foi encontrado em
F. vesca. A clonagem e o sequenciamento, a partir de RNA de fita dupla, revelaram que as
plantas estavam infectadas naturalmente por trés virus: Apple mosaic virus (ApMV), além
de SpaV e BPYV (TZANETAKIS; MARTIN, 2005a) - as duas ultimas espécies virais estdo en-
volvidas no complexo viral palidose e vermelhao, ja mencionados. Descrevendo os sinto-
mas, Frazier (1987) suspeitava que o enrolamento das folhas do morangueiro parecia ser
causado por um complexo de pelo menos trés agentes patogénicos, com distintas formas
de infeccdo e disseminacdo. ApMV pertence ao grupo 3 do género llarvirus, é um agente
cosmopolita, com um amplo espectro de plantas hospedeiras. A disseminacao de ApMV via
polen, em cultivos comerciais, aliada a dificuldade de manejo, pode terimpacto econémico
significativo. Andlises de ApMV como componente latente podem ser relevantes na avalia-
¢ao de plantios e plantas-matrizes, e contribuir para a prevencao de perdas na producao.

Virus de morangueiros sao, geralmente, latentes em germoplasmas das cultivares
comerciais de morangueiros atualmente em uso — a infeccao nao é perceptivel visualmente
na maioria das cultivares comerciais de morangos, em virtude de o melhoramento visar a
obtencao de cultivares com alto nivel de tolerancia a virus. Algumas exce¢des sao as cultiva-
res mais sensiveis, como Cascata, Pelotas e IAC Mantiqueira; ou as cultivares mais recentes,
como Camarosa (Figura 1). As cultivares Marshall, Tioga, Carlsbad, Gaviota, Cuesta, Pacifica
e Selva (EUA) sdo sensiveis ao SVBV, resultando em reducédo da producédo de estoldes e
frutas e em perda da qualidade. As cultivares Hood, uma das mais sensiveis, e Marshall
desenvolvem nanismo, clorose marginal, distorcao de folhas e frutas pequenas quando
infectadas por SMYEV (MARTIN; TZANETAKIS, 2006).

Como parasitas obrigatorios, virus de plantas nao “crescem” em meios artificiais, pois
nao podem prescindir da célula viva para suas ativacao e replicacdo. Ao longo do processo
de infeccao, em que a “maquina” metabdlica da planta é “manipulada” para produzir as
substancias requeridas pelos parasitas virais, a planta reage com inimeros sintomas. Eles
sdo muito variaveis e complexos, assim como também é complexa a mistura de agentes
patogénicos. A reacao das plantas infectadas € o resultado da interacao da cultivar, dos
virus e isolados virais envolvidos e das condicdes ambientais, especialmente a temperatu-
ra. Em suma, infec¢des virais produzem reducdo de vigor vegetativo e perda de producao
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Figura 1. Morangueiro da cultivar Camarosa de plantio comercial em Farroupilha, RS, com
deformagéo foliar, enfezamento, manchas cloréticas, causados por uma infecgédo de pelo
menos dois virus, SMYEV e SCV, diagnosticados por indexagem biol6égica e RT-PCR.

em certas combinacodes de virus (MAHMOUDPOUR, 2004; MARTIN; TZANETAKIS, 2006). Em
geral, sintomas como os listados abaixo sdo indicativos de infeccao viral:

« Lesdes cloréticas, margens das folhas amareladas: tecido em que a sintese de clo-
rofila é inibida, areas verde-claras ou amarelas.

« Bandeamento/clareamento: clorose de nervuras e faixas cloréticas ao longo das
nervuras primarias e secundarias dos foliolos. Salpicado clorético.

+ Lesdes necréticas: manchas localizadas de tecido morto; podem se originar a partir
de manchas cloréticas.

+ Mosaicos: areas com limites definidos por distintos matizes.

+ Mosqueados: areas com limites indefinidos, de distintos matizes de verde e verde-
clorético ou amarelado.

- Manchas anelares: manchas cloréticas em forma de anéis.

- Deformacdo, distorcao e enfezamento: crescimento irregular, nanismo, foliolos
pequenos, retorcidos, enrolamento e epinastia de foliolos.

Um grupo de espécies, hibridos e clones de Fragaria spp. sensiveis a virus de moran-
gueiros reage fortemente, apresentando, as vezes, sintomas caracteristicos, que permitem
a diferenciacdo de espécies virais. Neste trabalho, foram utilizadas as plantas indicadoras

Fotos: Osmar Nickel
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clone UC-5, um hibrido complexo de Fragaria vesca, F. chiloensis e F. virginiana, e o clone
UC-10 de F. virginiana.

Na indicadora UC-5, SMYEV produz manchamento e salpicado cloréticos, manchas
cloréticas e anelares, mosaico, enrolamento de folhas para baixo, clorose marginal e epinas-

tia de foliolos jovens. Em UC-10, observa-se clorose marginal em folhas jovens (Figura 2).

Figura 2. Sintomas de SMYEV em Fragaria
vesca UC-5: salpicado cloroético e epinastia
(A\); enrolamento do foliolo, mosaico,
manchas cloroéticas e anelares (B); clorose
marginal (C).

O clone UC-10 reage a SCV com a formagao de manchas cloréticas e necréticas as-
sociadas as nervuras, encrespamento, distorcao e deformacao de folhas. Alguns isolados
de SCV induzem manchas necréticas em estolbes, pétalas e peciolos foliares, além da for-
macao de estrias necréticas. Em UC-5, observam-se mosaico, assimetria e epinastia foliares
(Figura 3).
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Figura 3. Sintomas de SCV em F. virginiana UC-10, manchas cloréticas e necroses, clorose
associada as nervuras, encrespamento e distor¢ado de foliolos, deformacgéo e epinastia foliar
(A). Sintomas de SCV em F. vesca UC-5, mosaico e epinastia de foliolos (B).

Em UC-5, o sintoma predominante de SMoV é um salpicado de manchas cloréticas
desuniformes e diminutas; os foliolos tornam-se levemente epinasticos. Em UC-10, um iso-
lado da Alemanha provocou clareamento de nervuras, manchas, anéis e salpicado cloréti-
cos e mosqueado. Em fase avan¢ada da infeccao, as plantas nanizadas apresentam foliolos
pequenos, distorcdo de folhas, necrose de nervuras principais e definham (Figura 4).

O SVBV induz em F. virginiana clone UC-10 um tipico bandeamento clorético ou fai-
xas cloréticas ao longo de nervuras principais e secundarias (Figura 5), foliolos assimétricos,
encrespamento e clareamento de nervuras.

A caracteristica do morangueiro de cultura semiperene de propagac¢ao vegetativa
nos tropicos e subtrdépicos torna-o sujeito a infecgdes multiplas, causadas por varios virus
transmissiveis por vetores alados. Nos sistemas plurianuais de producéo, essas infeccdes
podem atingir 100% das plantas e reduzir substancialmente a producao e a qualidade das
frutas. Em consequéncia, torna-se praticamente impossivel um diagndstico visual de dis-
fungdes virais em morangueiros, em plantios comerciais.

= "

Alteragdes de cor da folhagem, como o “vermelhdo”, mistura de matizes de vermelho-
vinho e crescimento desuniforme, com o “coracao” da planta permanecendo verde, frutas
pequenas, deformacao de foliolos e declinio de plantas podem ser indicativos da presenca
de palidose no plantio, em complexo com um ou mais virus de morangueiros, transmitidos
por pulgbes. Enquanto infecgbes individuais produzem, em diferentes cultivares, alguns
dos sintomas ja mencionados, infeccdes por varios virus geralmente levam ao declinio das

Fotos: Giovani Capra
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Figura 4. Sintomas de SMoV em F. virginiana UC-10: encrespamento (A); mosqueado,
manchas e salpicado cloréticos (B). Sintomas crdnicos: foliolos pequenos, planta nanizada
(C); planta sadia e planta com enfezamento (planta menor) (D).

IA"

plantas. O “vermelhao’, com seus outros componentes sintomaticos ja mencionados, é um
problema recorrente nas regides produtoras de Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo
na cultivar Camino Real. Os sintomas aparecem cerca de 30 a 50 dias depois do plantio em
margo/abril, para atingir de 30% a 60% das plantas em outubro/novembro. Em virtude da

proximidade de plantios de tomate, é forte a presenca de moscas-brancas nas lavouras de
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morangos. Os sintomas (Figura 6) intensificam-se
a cada novo plantio (comunicacao pessoal)?. Essas
caracteristicas sugerem a possivel associacao do
virus da palidose do morangueiro com virus trans-
mitidos por pulgdes.

Em face da tolerancia a virus pela grande
parte das cultivares comerciais de morangueiros
atualmente em uso, a manifestacdo de sintomas
diagnésticos de virus é escassa, particularmente
aquela indicativa de infeccao viral individual. Em
determinadas cultivares, os virus transmissiveis

por pulgbes em infec¢des individuais geralmente
Figura 5. Sintomas de SVBV em

) L B . B F. virginiana UC-10: bandeamento
os virus transmissiveis por pulgées em infeccoes clorético de nervuras.

reduzem o vigor e a producao. Nessas cultivares,

individuais geralmente reduzem o vigor e a pro-
ducao. Dai decorre a necessidade de
avaliar criteriosamente a sanidade
das plantas destinadas ao uso como
matrizes para a producao de mudas
via indexagens bioldgicas e testes
soroldégicos e moleculares.

Desde os primérdios do cultivo
comercial de morangueiros em todos
estados do Sul do Pais, infecgdes virais
vinculadas a presenca de pulgdes ti-

veram papel de destaque na inducado
de expressivos danos econémicos. No

Figura 6. Folhagem vermelha (sintoma chamado
Rio Grande do Sul, foi relatada a ocor- de “vermelhdo” pelos produtores), frutas

réncia de quatro virus de moranguei- pequenas, clorose marginal e declinio de plantas,
brotagdo nova permanece verde no centro

da planta na cultivar Camino Real, em plantio
SMoV, SVBV e SCV (BETTl et al.,, 1973). comercial, Vitoria, ES.

ros transmitidos por pulgdes: SMYEV,

2 Comunicagéo pessoal, via e-mail, dr. Hélcio Costa, Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo
Rural, ES, 10/9/2008 a 3/10/2008.

Foto: Giovani Capra

Foto: Helcio Costa
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Utilizando material basico isento de virus, “certificado”’, multiplicado e mantido em
telados e campos isolados, além de material “comum’, nao testado e mantido sem nenhuma
protecdo contra afidios, observou-se, em plantios formados de mudas comuns, a redugéo
de producdo de 45% e a presenca de virus em 83,8% das plantas, enquanto as plantas de
mudas certificadas apresentavam uma incidéncia de virus de 6,3%. Supde-se que, além de
SMoV, as plantas também estivessem infectadas por SMYEV. Ademais, as frutas das parce-
las certificadas alcancavam melhor qualidade e melhor preco na comercializacao (BETT],
1972). Num experimento de producao com a cultivar Campinas, Betti et al. (1979) obser-
varam que, isoladamente, as infec¢des individuais (SMoV, SVBV ou SMYEV) nao afetaram
significativamente o vigor, a quantidade e o peso médio das frutas. A infeccdo dupla (SMoV
+ SMYEV) reduziu a producao precoce de frutas, de maior valor comercial, em 26%, e em
15% a producdo total obtida em 31 semanas de colheita. A infeccdo multipla (SMoV, SMYEV
e SVBV) reduziu a producdo precoce e total em 78% e 68%, respectivamente. Embora geral-
mente se considere que infecgdes mistas sdo as que provocam mais danos ao morangueiro,
ha relatos de danos significativos causados por infec¢des individuais (MARTIN; TZANETAKIS,
2006; THOMPSON et al., 2003). Horn e Carver (1962) demonstraram reducgdo significativa de
producao de frutas de morangueiros ‘Hardliner’ inoculados, respectivamente, com SVBV e
SMoV, de cerca de 66%. Aparentemente, a ocorréncia de dano também decorre da viru-
Iéncia do isolado viral, do nimero de espécies virais presentes na infeccao e da cultivar de
morangueiro em questdo. Na Pol6nia, isolados severos de SMoV reduziram a producéo de
morangos em 30% (MELLOR; KRCZAL, 1987). Certas cultivares geralmente tolerantes a virus
suportam uma infeccao dupla de SMYEV e SMoV ou SVBV, mas sucumbem diante de infec-
¢Oes causadas por isolados severos desses trés virus (MARTIN ; TZANETAKIS, 2006). A pre-
senca de SMoV na mistura dos agentes presentes na infeccdo parece ser codeterminante
do aumento da severidade dos danos (BARRITT ; LOO, 1973). Numa regiao de forte pressao
de in6culo viral e auséncia de controle de vetores, Daniels e Assis (1983) estabeleceram
trés lotes de morangueiros de acordo com a distancia de uma fonte de inédulo (plantio
infectado): 1) contiguos; 2) de 50 m a 300 m; e 3) a mais de 500 m de distancia. Observaram,
entdo, uma incidéncia média de virus de 23%, 6% e 3%, respectivamente, no periodo
de 7 a 9 meses do experimento. Em um dos lotes contiguos, a infec¢do alcancou 60% das
plantas.

A transmissdo por pulgbes, portanto, comprovadamente, faz com que novos plan-
tios sejam rapidamente recontaminados quando estabelecidos na proximidade de plantios
antigos ou contaminados. Geralmente, as seguintes medidas sdo muito eficientes para
evitar a infeccdo de lotes sadios: a) na producdo de mudas, utilizar matrizes (plantas-mae)
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sadias, livres de virus; b) produzir matrizes a partir de matrizes basicas oriundas de cultivo
de meristemas; c) indexar as matrizes basicas em plantas indicadoras e analisa-las por testes
laboratoriais e bioldgicos; d) propagar as matrizes basicas em telados a prova de pulgdes;
e) multiplicar as matrizes; e f) produzir mudas em locais afastados de plantios comerciais
de morangos (BETTI, 1991; BETTI et al., 1992).

A propagacéo vegetativa do morangueiro e as caracteristicas da relagao virus-vetores
determinam a ocorréncia de infec¢ées multiplas, que provocam a degenerescéncia, carac-
terizada por reducéao do vigor vegetativo, reducao do crescimento radicular e definhamen-
to da planta. Decorre desse fato a necessidade de renovacao peridédica dos plantios com
mudas sadias, para garantir a rentabilidade do plantio comercial.

Entre as estratégias de controle de doencas virais utilizadas no mundo atualmente,
destaca-se a producdao de material basico isento de virus. Desse material derivam-se as
matrizes produtoras de mudas sadias. O método mais utilizado para isso é a cultura de
apices meristematicos in vitro. O meristema é uma cupula de tecido ndo vascularizado, em
ativa divisao celular, no apice de raizes, hastes e brotacdes laterais das plantas. Embora,
na pratica, explantes de cerca de 0,1 mm a 1 mm sejam removidos para cultivo in vitro,
explantes axilares ou apicais de estolées de morangueiros, de tamanho médio de 0,3 mm
a 0,7 mm, geralmente resultam em maior sobrevivéncia e maior proporcao de plantinhas
regeneradas livres de virus (SLACK, 1980).

Ha indmeros relatos de eliminacao de virus via cultivo de meristemas em moranguei-
ros. Depois de ter sido demonstrado, na metade do século passado, que os virus de plantas
eram inativados pelo calor, o procedimento passou a ser usado amplamente no estabeleci-
mento de blocos nucleares de material basico isento de virus. Na sequéncia, varios autores
relataram que a combinacao do cultivo de dpices meristematicos com o tratamento térmi-
co confere aumento da eficacia de eliminacdo de virus, e 0s morangueiros regenerados de-
senvolvem-se mais rapidamente do que os controles virosados (CIESLINSKA, 2002; MULLIN
et al.,, 1974; SOBCZYKIEWICZ, 1979). Em estudo de eliminacdo de SMYEV de morangueiros
da cultivar Hood, foram observados os seguintes resultados: a) relacdo linear direta entre
o tempo de exposicdo das plantas a 38 °C e a taxa de eliminacdo de SMYEV nas plantas
regeneradas; e b) a infeccdo por SMYEV nas plantas regeneradas de meristemas excisados
de plantas submetidas ao tratamento térmico diminuiu quando diminuiu o tamanho do
explante (CONVERSE; TANNE, 1984; MULLIN et al., 1976). Os autores observaram que os dois
tratamentos atuam de forma independente para reduzir a incidéncia de SMYEV. Entretanto,
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nao ha uma regra geral - o efeito de ambos os procedimentos pode variar conforme a

cultivar, a temperatura, o tempo de tratamento, o isolado viral e a espécie do virus.

Regeneradas as plantas tratadas, segue-se a fase de avaliacdo de sua sanidade. Pouco
tempo depois do reconhecimento da relevancia pratica do cultivo de dpices meristemati-
cos, meio século atrds, constatou-se que, ao contrario do que se assumia geralmente como
vélido, meristemas podem ndo estar completamente livres de virus. Walkey e Webb (1968)
demonstraram a presenca de particulas e tibulos de SLRSV (Tabela 1) em meristemas de
Chenopodium quinoa e Cucumis sativus. Raspberry bushy dwarf virus (RBDV) invade primér-
dios foliares e todos os tecidos meristematicos da framboesa (WANG et al., 2008). As evi-
déncias da presenca de virus em meristemas acumulam-se em varios estudos. Entretanto,
ha relatos de que meristemas nos quais se constatou infecgao viral deram origem a plantas

sadias, apds contato dos meristemas com o meio de cultivo (QUAK, 1977).

Esses fatos fundamentam a necessidade de que os métodos de avaliacdao de sani-
dade, além de serem sensiveis e especificos, fossem complementares. A confiabilidade
da selecdo de plantas sadias, testadas por testes imunoenzimaticos e moleculares, apo6s
a termoterapia, é afetada pelo titulo viral. Depois do tratamento térmico, algumas plantas
regeneradas de meristemas podem apresentar absorbancia (Ass.m) proxima ao controle
negativo ou ter titulo viral abaixo do limite de deteccao por ELISA, que, na sequéncia da ter-
moterapia, volta a subir (CONVERSE; TANNE, 1984; GILLES; VERHOYEN, 1992; KNAPP et al.,
1995; MILLER ; BELKENGREN, 1963). Disso resulta que a definicdo do que é uma reagdo
negativa deve ser muito criteriosa. Reduzir o valor da relagcéo positivo/negativo para avaliar
reacdes positivas ou negativas pode, por exemplo, reduzir a probabilidade de resultado
falso negativo (WANG et al., 2008).

Os testes biolégicos de sanidade utilizam espécies, hibridos e clones de moranguei-
ros silvestres, como F. vesca, F. vesca var. semperflorens, F. virginiana e F. chiloensis, nos quais
se realiza enxertia de folhas com material proveniente da planta a ser indexada (CONVERSE,
1987). Trés indexagens negativas, independentes e separadas sao recomendadas para a
selecao de matriz basica livre de virus detectaveis. Dai ser pertinente inserir, na avaliacao,

uma inoculacdo mecanica em plantas hospedeiras herbaceas.

Testes moleculares, iniciadores de PCR e protocolos de PCR, RT-PCR e IC-RT-PCR estao
estabelecidos para a maior parte dos principais virus de morangueiros (KADEN-KREUZIGER
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et al., 1995; MAHMOUDPOUR, 2004; MARTIN; TZANETAKIS, 2013; SCHOEN; LEONE, 1995;
THOMPSON et al., 2003; THOMPSON; JELKMANN, 2003; TZANETAKIS et al., 2003). Antes de
serem recomendados, iniciadores de reacdo devem ser validados para o diagnéstico de
um amplo espectro de isolados virais, ja que, provavelmente, s6 uma por¢ao pequena da
sequéncia viral é conservada e adequada para a deteccdo de todos ou da maior parte dos
isolados de um virus. O mesmo é valido para ELISA e as diversas variantes do teste imunoen-
zimatico, nas quais tanto anticorpos monoclonais quanto policlonais podem falhar na cap-
tura do antigeno, em virtude da especificidade dos anticorpos. Wang et al. (2006) relatam
gue sondas biotiniladas de cDNA em hibridacdo dot-blot apresentam maior sensibilidade e
especificidade do que ELISA na avaliacdo de plantas submetidas a termoterapia/cultivo de
meristemas para a eliminagao de virus. Testes moleculares envolvendo Fragaria spp. devem
ser cercados de precaucao. Espécies desse género sao especialmente recalcitrantes para a
extracdo de 4cidos nucleicos e virus, provavelmente por causa do seu alto teor de meta-
bolitos secundérios, como taninos, polifendis e polissacarideos. Os problemas gerados por
esses compostos levam comumente a inconsisténcias nas reacdes de detecgao de virus por
(RT-) PCR, falsos negativos e dificuldades na reproducao de resultados relatados por vérios
autores (MRAZ et al., 1999; POREBSKI et al., 1997; POSTHUMA et al., 2001). Nesses casos, a
passagem do in6culo para uma hospedeira herbacea pode ser necessaria (RICHARDSON;
SYLVESTER, 1988; SCHOEN; LEONE, 1995; THOMPSON et al., 2003).

Avaliacdes de sanidade de matrizes de morangueiros devem ser repetidas regular-
mente, considerando-se que plantas submetidas a eliminacdo de virus nao sdao imunes a
infeccdo e podem, entdo, ser reinfectadas. Para reduzir esse risco, especialmente no caso
de virus transmitidos por vetores alados, é importante estabelecer um isolamento entre
a producao de matrizes destinadas a producao de mudas e a zona de plantio comercial.
A protecao de matrizes basicas por telados com tela antiafidica impede o acesso de vetores
de virus e a reinfeccdo. O uso de material micropropagado contribui para reduzir a presen-

¢a de patégenos, como fungos de folhas e raizes, bactérias e nematoides.

O Grupo Internacional de Trabalho sobre Pequenas Frutas, da International Society
of Horticultural Science (MARTIN, 2004), fez os testes laboratoriais e apresentou recomen-
dagdes precisas sobre as plantas indicadoras recomendadas para a avaliacdo de sanidade

do material basico de morangos.
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