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DOENÇAS
CAUSADAS POR,
VIRUS

INTRODUÇÃO

Com cerca de 30 anos de idade,
ocupando uma área aproximada de
30 mil hectares, em quatro Estados da
União (RS, SC, PR e SP), a pomicultura
brasileira é relativamente jovem, com-
parada com as regiões pomicultoras do
hemisfério norte, mas se depara com
questões de sanidade do material propa-
gativo muito similares àquelas enfrenta-
das por aqueles países.

Os primeiros cultivos cornerciars
da macierra irucraram-se no Brasil por
volta de 1970, quando os programas de
limpeza donal nos países com tradição
na produção de maçã, europeus e norte-
americanos, começavam, desde meados
dos anos 50, a produzir os primeiros
resultados, acompanhados de legislação
específica. O fato de que, ainda nos anos
80 a 90, a contaminação com vírus e
similares em pomares e viveiros de maçã
franceses e estrangeiros atingia mais de
60% dos dones amostrados, dá uma
idéia do caráter de longa duração de tal
empreendimento, até a eliminação to-
tal de vírus e similares.

Assim, não é de surpreender que o
material propagativo utilizado na im-
plantação dos primeiros pomares brasi-
leiros estivesse altamente contaminado
e que até mesmo as introduções recentes
dos Estados Unidos, da Europa e do
Japão ainda apresentem graus conside-
ráveis de contaminação.

Osmar Nickel

Durante décadas, os programas
IR-2 nos EUA e no Canadá, e as rigoro-
sas diretrizes para produção de material
propagativo de alguns países da União
Européia (UE) garantiram o alto grau
de limpeza dos principais dones comer-
ciais em uso naqueles países. Recen-
temente, na UE as regras foram alte-
radas, aparentemente para permitir a
comercialização de materiais oriundos
de países com padrões tecnológicos mais
baixos e sistemas de controle de sanida-
de menos rigorosos. A partir da "Dire-
triz Européia para a Comercialização
de Material Propagativo e Plantas para
a Produção de Frutas", produziu-se uma
corrente favorável à introdução de uma
terceira categoria de material propa-
gativo ao lado de "livre de vírus" ("vf')
e "testada para vírus" ("vt"), deno-
minada "CAC" (Conjormita.r Agraria
CommunitatiJ). Nessa categoria garante-
se somente que o material está livre de
sintomas virais reconhecíveis visual-
mente, isto é, tanto os vírus latentes
como aqueles que ainda não se expressa-
ram na fase de viveiro (vírus de frutos),
são desconsiderados. Assim, o material
"CAC" para comercialização na UE
(diretriz de 1993) e exportação pode
conter a maior parte dos vírus e dos
agentes similares que produzem doen-
ças em macieiras. Embora "vt" e "CAC"
tenham pouca relevância comercial, é
importante saber que sua comercia-
lização é legal. Para se adequar a esta
norma, os países membros adaptaram
suas legislações. Na Alemanha, por
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exemplo, entrou em vigor, em julho de
1998, uma portaria ministerial (chama-
da Agoz) que engloba plantas ornamen-
tais, hortícolas e fruteiras de semente e
caroço, criando duas classes de mate-
rial propagativo: material certificado,
que preenche requisitos de sanidade e
liberdade de vírus, e material padrão
que corresponde à categoria "CAC"
da UE.

Os vírus são agentes patogênicos,
que se encontram, segundo definição
amplamente aceita, além da fronteira
que delimita e agrupa os seres vivos e
afetam o desenvolvimento das plantas,
interferindo de forma parasítica no
metabolismo vegetal. Em "agentes si-
milares" ou assemelhados agrupam-se
agentes transmissíveis pela enxertia
como os microrganismos fitoplasmas e
rickettsias e outros ainda não caracteri-
zados. Cerca de 30 doenças de macieiras
são causadas por vírus, viróides e agen-
tes similares. Geralmente faz-se distin-
ção entre dois grupos de vírus em maci-
eiras: aqueles que produzem sintomas
claramente visíveis em variedades co-
merciais e os chamados vírus latentes.
Segundo a virulência do isolado viral e
a suscetibilidade do tecido afetado, eles
podem manifestar-se em folhas, flores,
frutos, na casca e na madeira de troncos
e galhos estruturais, em ramos e raízes
da macieira.

N o primeiro grupo, os danos da
doença são evidentes e por essa razão a
indexagem de vírus nos anos 60 concen-
trou-se nesses agentes, e o material que
não apresentava sintomas visíveis rece-
bia a denominação "vt". Incluíam-se
nesse grupo a depressão-do-lenho (''fIat
limb") e o lenho-mole ("apple rubbery uood"],
de natureza ainda desconhecida, o vírus-
do-mosaico-da-macieira ("apple mosaic
virus", ApMV), e casca-áspera ("apple rough
Jkin"). Entretanto, posteriormente de-
monstrou-se que vírus latentes, especi-
almente em infecções mistas, também
causavam danos consideráveis. Exata-
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mente por não produzirem sintomas
visualmente perceptíveis na maioria das
cultivares comerciais, podem passar
despercebidos e ser propagados indefi-
nidamente. Incluem-se nesse grupo: ví-
rus-do-acanalamen to-do- tronco-da -rna-
cieira ("apple stem grooving uirus", ASGV) ,
vírus-das-caneluras-do-tronco-da-maci-
eira ("apple stem pitting tnrus", ASPV), vírus-
da-mancha-clorótica-da-folha-da-maciei-
ra ("apple cblorotic leafrpot uirus", ACLSV).
Embora haja controvérsia, existem evi-
dências experimentais de que a síndrome
epinastia e declínio do Spy ("Spy epinaJ!y
and decline", SED) possa ser causada por
ASPV, razão porque ela, a título de
simplificação, é abordada neste contex-
to como associada ao ASPV. Com
a eliminação desses vírus por ter-
moterapia, o material recebe a denomi-
nação "vf". O diagnóstico de vírus em
fruteiras é chamado de indexagem. Con-
siste em enxertar num porta-enxerto de
cerca de 0,8 em de espessura, oriundo de
semente, duas borbulhas da espécie-
candidata e acima destas, uma borbulha
da espécie indicadora. Pode-se substi-
tuir a borbulhia pela garfagem de uma
indicadora (garfo) na combinação por-
ta-enxerto/ espécie-candidata em casa de
vegetação ou em campo. O ambiente
fechado (telados, casas de vegetação)
permite controlar as condições am-
bientais e dirigir os tratos culturais para
influenciar a expressão de sintomas; al-
tas temperaturas, entretanto, mascaram
os sintomas de vírus.

Os vírus causam danos em todas as
fases de desenvolvimento da macieira,
desde a pega da enxertia no viveiro até o
desempenho da planta adulta no pomar,
seu crescimento e sua produção. Há
farta documentação científica sobre os
efeitos negativos de vírus em macieiras.
É relevante para os danos em macieiras
o efeito de sinergismo entre vírus laten-
tes entre si, e com ApMV. Entre os
danos causados por infecções virais, des-
tacam-se:
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· Redução do pegamento de
enxertias de material infectado: as plan-
tas no viveiro têm pouco vigor, ou po-
dem desenvolver sintomas e definhar
nos primeiros anos após a implantação
do pomar.

· Redução de produção. Ela pode
variar de cerca de 16% a 84% segundo a
variedade de maçã e do isolado viral ou
da mistura dos vírus.

· Redução do crescimento: redu-
ção do calibre dos frutos e do tamanho
e do vigor das plantas, do diâmetro do
tronco, do comprimento dos ramos la-
terais e da brotação.

·Aumento da suscetibilidade a m-
fecções fúngicas como podridões
radiculares e cancros o que provoca
aumento do uso de agrotóxicos.

· Redução da capacidade de apro-
veitamento de fertilizantes: crescimen-
to e produção satisfatórios de plantas
livres de vírus podem ser garantidos
com doses menores de fertilizantes, re-
duzindo o custo de produção e o impac-
to ambiental da cultura sobre lençóis
freáticos e mananciais.

·Redução da armazenabilidade dos
frutos.

·Aumento da sensibilidade a gea-
das tardias, pela indução de floração
precoce de plantas infectadas por vírus.

Na continuação serão abordados
os principais vírus de macieiras indivi-
dualmente, juntamente com a indexa-
gem em plantas indicadoras lenhosas
por união de tecidos e pela via mecânica
em plantas indicadoras herbáceas. Esta
última consiste em esfregar-se extratos
de tecidos doentes (preferencialmente,
botões florais e pétalas, frutos amassa-
dos ou folhas bem jovens) em folhas da
indicadora herbácea previamente pul-
verizada com um abrasivo. O extrato é
feito em tampão fosfato de potássio
0.01-0.05M, pH 7.0, com 2,0% de nico-
tina e aplicado em plantinhas com 6 a 8
folhas, mantidas, posteriormente, a tem-
peraturas de 22°C a 25°C.
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VíRUS LATENTES

Vírus-da-mancha-clorótica-
folia r-do-macieira (ACLSV)

ACLSV é um vírus latente, ampla-
mente difundido em macieiras em todo
o mundo; afeta também a pêra, Prunus
ssp., outras espécies de rosáceas frutífe-
ras e ornamentais além de espécies de
outros gêneros. Sua relevância econô-
mica, em virtude do grande potencial de
dano, é grande, mas variável, segundo a
estirpe do vírus e a cultivar contamina-
da. Em média, a produção de plantas
infectadas é reduzida em cerca de 10% a
20%. Embora considerado um vírus re-
lativamente pouco importante por cau-
sa da tolerância observada nos princi-
pais porta-enxertos comerciais, adqui-
riu destaque em algumas regiões
pomicultoras brasileiras com o incre-
mento significativo do uso do porta-
enxerto Maruka-kaido, altamente sensí-
vel. ACLSV transformou-se em proble-
ma em razão do uso de porta-enxertos
clonais infectados e, na ausência de
matrizes livres de vírus, pela utilização
indiscriminada de plantas de pomares,
infectadas, não-indexadas, como matri-
zes de material propagativo (borbu-
lheiras).

ACLSV, membro-tipo do gênero
T richovirus, possui partículas filamentosas
e flexíveis de 720 x 12 nm, conten-
do subunidades da capa protéica com
massa molecular de cerca de 22 kDa que
encapsidam um RNA genômico de fita
simples, senso positivo com 7555
nucleotídeos de comprimento, excluin-
do a extremidade não-codificante
3' poli(A).

Sua disseminação em pomares e
bancos de germoplasma é ampla, não só
no Brasil, como também na Europa.
Estudos recentes revelaram que ACLSV
tem alta incidência em variedades-copa
em Santa Catarina e no Rio Grande do
Sul. Na França, estudo mostrou que
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90% dos pomares com mais de 10 anos
estão contaminados, índice que cai para
20% nos pomares novos.

Há isolados de ACLSV chamados
biótipos Maruba, que ao contrário dos
isolados típicos de ACLSV não produ-
zem sintomas nesta espécie.

Indexagem

Um considerável número de l\t1aius
ssp. reage com sintomas à infecção com
ACLSV e, devido à sua extrema sensibi-
lidade, são utilizadas como indicadoras.
Sintomas em Maius ssp. incluem: man-
chas cloróticas, clorose de nervuras,
necrose e distorção foliar, enfezamento,
morte de ponteiros, necrose do floema
(casca), caneluras no xilema (madeira), e
declínio da planta. ACLSV forma inú-
meros isolados que podem produzir,
individualmente, somente parte deste
espectro de reações. Há isolados de
ACLSV que não produzem sintomas
em indicadoras lenhosas. O mais impor-
tante destes isolados, ACLSV biótipo
Maruba-kaido, é latente nesta espécie.
Alguns isolados de ACLSV produzem
necrose na união de enxertia do porta-
enxerto Mitsuba-kaido. Em Maruba-
kaido, as reações à infecção com isola-
dos típicos de ACLSV, observada em
plantas adultas em pomares de SC, são
profundas caneluras na madeira e ne-
crose da casca, ambas extremamente
severas, sem necrose na união de enxertia
(Fig. 1). As caneluras na madeira con-
tem depósitos necrosados da casca e
avançam sobre as raízes. Ocasionalmen-
te os troncos podem adquirir uma cor
avermelhada

Os sintomas de ACLSV em
R-12740.7A (fig. 2) e M. piarycarpa são
mais expressivos sob temperaturas en-
tre 18°C e 22°C, enquanto sintomas de
ACLSV induzidos em Spy 227 são mais
intensos entre 22°C e 26°C.
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Fig. 1. Caneluras (c) na madeira e necrose
interna (n) da casca do porta-enxerto
Maruba-kaido causadas por ACLSV. Notar
que os sintomas não atingem a copa da cv.
Fuji.

Fig. 2. Manchas e bandeamento clorótico
de nervuras em folhas de R-127 40.7 A cau-
sadas por ACLSV.

R-12740.7A é menos sensível que, e
pode ser substituída por M. adstringens cv.
Hopa e Lord Lambourne Seleção n° 5
(LL-SS) que têm reações muito sensíveis
a ACLSV.
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Infecções fortes em 'Hopa' indu-
zem sintomas 6-8 semanas p.i. (pós-
inoculação): a brotação é retardada, as
primeiras folhas podem aparecer defor-
madas e pequenas, a planta pode morrer
pouco depois da brotação. Em infecções
fracas, algumas folhas apresentam-se
deformadas na brotação, que se curvam
levemente e são menores que folhas sãs.
Cerca de 6-8 semanas p.i. as folhas apre-
sentam-se estreitas, e curvadas lateral-
mente, com manchas vermelhas na lâ-
mina foliar que se tornam necróticas
(Fig. 3).

Fig. 3. 'Hopa' com manchas foliares ver-
melhas causadas por ACLSV.

A depender da virulência do isola-
do, o crescimento da indicadora é forte-

mentereduzido. Na base do caule e dos
ramos ocorrem erupções ou rachadu-
ras. No segundo ano pode-se observar
caneluras na madeira que adquire cor
vermelha intensa limitada por uma li-
nha necrótica que se forma na união da
enxertia.A regra geral de que indexagens
sào conduzidas a temperaturas de até
22°C é especialmente válida para a cv.
Hopa, na qual a intensidade dos sinto-
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mas cai consideravelmente quando a
temperatura passa de 18 para 22°C. Em
casas de vegetação mal-refrigeradas,
telados ou no campo, em climas quen-
tes, pode haver mascaramento de sinto-
mas.

Também o clone LL-S5 destaca-se
por alta sensibilidade e reação rápida.
Os sintomas variam de clareamento e
bandeamento dorótico de nervuras,
manchas cloróticas, mosaico e deforma-
ção do limbo foliar na primeira brotação
p.i. (Fig. 4).
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Fig.4. Lord Lambourne 55 com manchas
clorôticos, mosaico e deformação foliar
causadas por ACLSV.

O clorie Maruba-kaido M084
(Morioka 84, seleção de M. prunifo!ia cv.
ringo, Fruit Tree Research Station,
Morioka Branch, Japão) produz uma
rápida reação foliar: na primeira
brotação a partir de 4-6 semanas p.i.,
folhas pequenas com manchas cloróticas
(mais tarde necróticas) e bandeamento
clorótico das nervuras.
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Deve ser mencionada ainda, como
alternativa ou complementação, a
indicadora Pyronia veitchii, que, mantida a
18-22°C, é muito sensível. Ela reage
com anéis cloróticos a muitos isolados
de ACLSV, especialmente àqueles oriun-
dos de maçãs. A ausência de sintomas de
ACLSV em P. veitchii, mantidas a
22-26°C, mas positivas em ELISA, de-
monstra a relevância da manutenção e
controle de temperatura para a expres-
são de sintomas virais.

Fora do gênero Ma/us ACLSV infecta
algumas espécies cuja reação tem rele-
vância diagnóstica. Cotoneaster divaricata
desenvolve no 1° ano p.i. necrose da
casca e declínio, no 2° ano p.i. profundas
caneluras e depressões no lenho do cau-
le. Aronia me/anocarpa mostra forte redu-
ção de crescimento na primavera, e fo-
lhas deformadas com manchas cloróticas
no verão. Photinia villosa apresenta
amarelamento e enfezamento.

Os sintomas induzidos por ACLSV
nas principais indicadoras estão
sumarizados na Tabela 1.

Todos isolados de ACLSV são
transmissíveis mecanicamente e indu-
zem a formação de sintomas em algumas
plantas herbáceas. A espécie mais sensível
é Chenopodium quinoa que reage com lesões
necróticas primárias nas folhas inocula-
das cerca de 5 dias p.i., e manchas elo-
róticas sistêrnicas em folhas não inocu-
ladas cerca de 10 a 12 dias após o apare-
cimento das lesões primárias (Fig. 5).
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Há grande variação no desenvolvi-
mento de sintomas sistêrnicos entre iso-
lados. Alguns isolados induzem a forma-
ção de manchas cloróticas com áreas
necróticas, manchas anelares e cloroses
lineares, outros produzem poucos sin-
tomas sistêrnicos. Outras espécies her-
báceas utilizadas para indexagem de
ACLSV incluem: C. amaranticolor, feijão
comum (Phaseo/us vulgaris), Ce!osia cristata,
Beta vulgaris varo cicia, e Tetragonia expansa,
entre outras.

Fig. 5. Manchas e oners necróticos em
folhas inoculadas e manchas cloróticas
sistêmicas em folhas não inoculadas em
C. quinoa causadas por ACLSV.

•••• ... .... .~ ..-

Espécie/variedade
M. domestica 'LL-S5'
M. adstringens 'Hopa'
M. platycarpa
M. prunifolia 'Mo84'
M. domestica 'Spy227'
M. domestica 'R12740.A'
Pyronia veitchii

Sintomas*
Me, DF

MV, MN, NF, ncc, LA
Me, ct, ec

Me, NF, MP, rnc, e, ec
Me, (e)

Me, NF, (Nle), (e)
MAe

(*) C, caneluras; CL, clorose linear; DF, deformação de folhas; EC, erupções da casca; LA, lenho avermelhado; MAC,
manchas anelares cloróticas; Me, manchas cloróticos; MN, manchas necróticas; MP, morte de ponteiros; MV, manchas
vermelhas, que se tornam necróticos; NF, necrose foliar; NIC, necrose interna da casca, ( ): sintoma ocorre com certos
isolados, não via de regra.
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Vir s-ele- c nalame to- o
tronco-do-ma eira
(A

ASGV ocorre em todas as regioes
do mundo onde se planta maçã. O vírus
infecta um espectro considerável de
hospedeiros, incluindo a maioria das
variedades comerciais de Maius domestica)
sem produzir, nestas últimas, reações
perceptíveis visualmente. Embora me-
nos presente na Europa, estima-se que
75% do material proveniente do Japão
contenha ASGV, que causa em média
uma redução da produção de cerca de
15%.

ASGV, membro-tipo do gênero
Capi/lovirus, tem partículas filamentosas,
flexíveis, com estrias transversais,
de 600 a 700 nm de comprimento,
que contêm um RNA genômico po-
liadenilado, de fita simples e senso
positivo com 6496 nucleotídeos,
excluída a extremidade não-codifi-
cante 3' poli(A). As subunidades da
capa protéica têm massa molecular de
27 kDa.

O vírus causa declínio e morte
generalizada de plantas de viveiro
com cerca de um ano de idade, como
constatado em SC nas cvs. Fuji, Royal
Gala, Belgolden, Braeburn, Imperatriz
e outras, enxertadas no porta-enxerto
sensível Maruba-kaido (M. prunifo/ia var.
ringo). Nos dones de Maruba-kaido em
uso, um porta-enxerto cuja utilização
tem se expandido fortemente no Brasil,
ASGV provoca em plantas jovens um
cancro que destrói completamente a
casca do tecido sensível (Fig. 6) e leva à
morte ou ao declínio gradual da planta
ainda nos viveiros. Há isolados de ASGV
que não produzem reações perceptíveis
em espécies de Malus normalmente sen-
síveis.
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Fig. 6. Cancro da casca do porta-enxerto
Maruba-kaido (N), causado por ASGV em
plântulas de viveiro com 1 ano de idade
(N = necrose na base do filtro M9 entre
copa e porta-enxerto).

age

Embora ASGV não produza ne-
nhuma reação perceptível a olho nu na
maioria das cvs. comerciais, sintomas
muito fortes são produzidos em M. do-
mestica cv. Virginia Crab, e no porta-
enxerto Maruba-kaido pelo isolado di-
agnosticado em Se. As folhas de Virginia
Crab tornam-se doróticas ou apresen-
tam manchas cloróticas na primeira
brotação p.i. somente. Uma necrose
foliar típica, produz uma curvatura no
eixo longitudinal da nervura central.
O tronco, ou caule, desenvolve, a partir
de cerca de 1 ano p.i., acanalamento,
geralmente, somente visível após a re-
moção da casca. Um acúmulo dessas
caneluras forma depressões visíveis da
casca. É muito típico o inchamento da
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base da indicadora e o desenvolvimento
de necrose na união de enxertia (Fig. 7),
seguidos do declínio da planta.

Fig. 7. Necrose na união de enxertia na base do ramo da
indicadora Virginia Crab causada por ASGV.

M. micromalus (GMAL 273.a) tem
uma reação muito rápida e desenvolve
sintomas diagnósticos pronunciados
duas a quatro semanas p.i, consistindo
basicamente de manchas cloróticas e
necróticas, avermelhamento, epinastia
e deformação de folhas, e necrose do
caule; M. yunnanensis (GMAL 2342) re-
quer (similarmente a Virginia Crab) seis
a dez semanas p.i. para a expressão de
sintomas foliares, que consistem de
distorção severa, necrose e manchas
cloróticas foliares.

l)ronia veitchzi é relatada como exce-
lente indicadora lenhosa para ASGV.
Manchas foliares amarelas aparecem em
quatro semanas p.i.. Nos caules produz-
se um forte acanalamento permeado de
tecido do floema necrosado no final do
primeiro ciclo vegetativo (a partir de 12
meses p.i.). Para P. veitchii usa-se pereiras
de semente como porta-enxertos; em
Cydonia oblonga o crescimento de P. veitchzi
é insatisfatório. ASGV infecta ainda os
gêneros Aronia, Cotoneaster e S'orbus.

ASGV é transmissível pela via me-
cânica para Chenopodium quinoa, que pro-
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duz sintomas diagnósticos sistêmicos
cerca de 5 a 8 dias pós-inoculaçào, carac-
terizados por manchas, anéis e mos-
queado cloróticos e, posteriormente,
epinastia verde-escura e distorção foliar,
curvatura em zigue-zague do caule, fo-
lhas pequenas e nanismo (Fig. 8).

O melhor tecido para a transmis-
são de ASGV de macieiras para plantas
herbáceas consiste de folhas bem jovens,
pétalas e botões florais. Ao utilizar-se
C. quinoa na indexação biológica de ASGV
deve-se considerar que o vírus é transmi-
tido pela semente desta herbácea. ASGV
infecta também C. amaranticolor, Nicotiana
glutinosa, N. occidentalis 37B, pepino (Cucumis
sativus), abobrinhas e abobrinha verde
(Cucurbita spp.) entre outras. Embora
Virginia Crab apresente forte reação a
ASGV, tentativas de transmitir ASGV
desta indicadora para plantas herbáceas,
não têm tido êxito, provavelmente, de-
vido a uma reação de hipersensibilidade
ao vírus.

Fig. 8. Chenopodium quinoa infectado com
ASGV: A. manchamento c/orótico das fo-
lhas (à esquerda, controle sadio); B. estágio
avançado da infecção, folhas aconcavadas,
com epinastia verde-escura (e) e deforma-
das (d) (à direita controle sadio).
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Vírus-das-caneluras-do-
tronco-do-macieira (ASPV)

o vírus-das-caneluras-do-tronco-da-
macieira ocorre em todas as reglOes
pomicultoras do mundo, freqüente-
mente em combinação com ACLSV.
Foi descrito originalmente como
caneluras e necrose decorrentes de uma
incompatibilidade entre Virginia Crab
e algumas cultivares de macieira. O ví-
rus é latente na maioria das cultivares
comerciars e não causa sintomas percep-
tíveis, exceto o efeito no crescimento e
na produção, a qual pode ser reduzida
em cerca de 10% a 20(Yo. A epinastia e
declínio de spy (".spy epinasty and decline",
SED) é uma disfunção causada por um
vírus latente, associado, e, segundo al-
guns autores, idêntico a ASPV com base
na correlação (infecção e sintomas) en-
tre ASPV e SED. Observou-se que o
inóculo que causava caneluras em
Virginia Crab, induzia na indicadora
Spy 227 epinastia e declínio. Embora
haja experimentos que questionam essa
identidade, e postulam que seriam, pelo
menos, estirpes muito diferentes de um
mesmo vírus, em razão da diferença de
termos sensibilidade observada entre
eles, neste contexto, a título de simplifi-
cação, ambos serão tratados conjunta-
mente. Atualmente, há consenso entre
a maioria dos pesquisadores da área de
que ambas as síndromes são causadas,
muito provavelmente, por ASPV.

O agente causal das caneluras do
tronco da macieira é um vírus com
partículas filamentosas e flexíveis, de
800 nm x 12 a 15 nm, sem estriação
transversal evidente, membro-tipo do
gênero Foveavirus. O genoma do vírus
consiste de RNA de fita simples, senso
positivo e 9.474 nucleotídeos. A massa
molecular das subunidades da capa
protéica foi estimada em cerca de
44 kDa.
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Indexagem

Embora assintornático nas pnncI-
pais cvs. comerciais de maçã, ASPV-
SED induz sintomas em algumas espé-
cies indicadoras e algumas espécies de
Malus ornamentais, entre os quais desta-
cam-se dois sintomas clássicos: Virginia
Crab inoculada por enxertia desenvol-
ve caneluras de severidade variável, que
param na união de enxertia; 10 a
12 meses p.i. Ocasionalmente, caneluras
e as projeções internas da casca não
ocorrem no tronco da indicadora, mas
em vez disso um anel de caneluras se
forma na linha de enxertia e há depósi-
tos marrom-escuros de floema necrótico
nelas. Na casca do tronco aparecem
manchas pretas que marcam o início do
processo de erupção da casca. Um
síndroma similar é produzido por ASPV
em M. honanensis. Em Spy 227 observa-se
em cerca de seis a oito semanas p.i. epinastia
severa (enrolamento da folha) (Fig. 9) e
após 1 ano p.i. necrose interna da casca,
desorganização do xilema (caneluras),
morte de ponteiros e declinio. Manchas
cloróticas em Spy geralmente são causa-
das por presença de ACLSV no inóculo.

Fig. 9. Epinastia foliarem Spy 227 causada
por ASPV-SED.
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M. domestica cv. Radiant Crab é uma
indicadora tão ou mais sensível que Spy
227. Sua reação, na primeira brotação
p.i. consiste de epinastia foliar, manchas
cloróticas e necrose das nervuras cen-
trais (com menos intensidade, das nervu-
ras secundárias) (Fig. 10).

Pyronia veitchii, também altamente
sensível a ASPV, reage em quatro sema-
nas p.i. com forte enfezamento e declínio
a todos isolados de ASPV de maçã que
causam caneluras em Virginia Crab e
epinastia em Spy 227.

Até o momento ASPV -SED foi
transmitido pela via mecânica somente
para um número restrito de plantas
herbáceas. O vírus causa um mosaico e
amarelamento sistêmico de nervuras,
seguido de epinastia foliar e enfezamento
em Nicotiana occidentalis 37 B. Sintomas
m ars severos são produzidos em
N. occidentalis ssp. obliqua que mostra le-
sões locais necróticas seguidas de necrose
foliar.

Fig.l0. Radiant Crab com epinastia foliar,
manchas cloróticas e necrose das nervuras
(NN) causadas por ASPV-SED.
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VíRUS NAO-LATENTES E SIMI-
LARES TRANSMISSIVEIS POR
ENXERTIA

Esses agentes representam, pela sua
natureza visível, um risco menor de ser
perpetuados e propagados, pois, em
parte, podem ser reconhecidos e elimi-
nados. Embora de menor importância
econômica, podem, individualmente ou
em complexos virais, causar danos subs-
tanciais à macieira.

Vírus-do-mosaico-da-
macieira (ApMV)

O mosaico-da-macieira causa uma
das mais conhecidas doenças virais de
macieira. A evidência dos sintomas que
causa em folhas, permite, geralmente,
ao viveirista e ao pomicultor, eliminar
plantas infectadas. Os sintomas fali ares
variam, entretanto, segundo a virulên-
cia do isolado e a sensibilidade da culti-
var, e podem ser muito tênues, passando
despercebidos. Geralmente, são mais
fortes em primaveras frias. É comum as
cvs. Gala e Granny Smith conterem o
vírus de forma latente. Após períodos de
forte expressão de sintomas, podem
ocorrer flores anormais, atrofiadas e
queda de frutos jovens. ApMV causa
danos relevantes à macieira, reduzindo
a pega da enxertia e o crescimento da
planta. A redução de produção pode ser
da ordem de 30%, mas varia segundo a
cultivar, as condições do tempo e a
estirpe do vírus. O efeito de ApMV é
especialmente danoso quando ocorre
infecção mista com vírus latentes. Além
da macieira e da ameixeira, o vírus ocor-
re naturalmente em lúpulo, morango,
essências florestais (Betula sp.) e Rubus ssp.
Avaliações de material da Nova
Zelândia, da Austrália e da África do Sul
revelam infecção de 10% a 15% com
ApMV, enquanto cerca de 2% a 3% do
material proveniente dos EUA estão
contaminados.
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ApMV, gênero I1arvirus, família
Bromoviridae, o agente causal do mosaico,
possui partículas isométricas de 25 a
26 nm, um genoma triparticulado e qua-
tro tipos de RNA (3544 nucleotídeos
(nt), 2493 nt, 1.753 nt e 877 nt) e subuni-
dades da capa protéica com massa mole-
cular de cerca de 27 a 28,8 kDa.

Indexagem

ApMV pode ser indexado em va-
riedades comerciais de Ma/us sp. Especi-
almente sensíveis são as cvs. Golden
Delicious, Jonathan e mutantes, Granny
Smith e mutantes, Gala e mutantes,
Braeburn, Melrose e Ma/us domestica cv.
Lord Lambourne. Plantas infectadas
mostram áreas irregulares de cor amare-
lo-creme nas folhas, com limites bem
definidos podendo estas reduzir-se a di-
minutas manchas nas nervuras, ban-
deamento de nervuras, manchas em toda
superfície foliar ou ocupar toda área
entre nervuras. Em Lord Lambourne
(Fig. 11) aparecem geralmente na pri-
meira brotação p.i. manchas amarelo-
creme típico de ApMV.

Deve-se estar atento para não con-
fundir sintomas de Apl\IV com aqueles
produzidos por alguns defensivos, como
amônia quaternária e produtos à base de
aminotriazol, como também para o fato
de que ApMV não é totalmente sistêrnico
em ramos de mais de 2 anos.

O conhecido mosaico da macieira,
Apl\IV, é transmissível pela via mecâni-
ca para um grande número de plantas
herbáceas. Sintomas em algumas espé-
cies inoculadas experimentalmente in-
cluem: manchas anelares, manchas
cloróticas e epinastia em cotilédones e
vários sintomas sistêrnicos como mosai-
co e manchas anelares nas primeiras
folhas de pepino (Cucumis sativus) e mosai-
co sistêrnico em folhas e manchas anela-
res em pétalas de Cataranthus roseus; mo-
saico sistêmico, anéis necróticos e anéis
cloróticos concêntricos em folhas pri-
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márias de caupi (V~na unguicu/ata); lesões
necróticas em cotilédones de abobrinha
verde (Cucurbita sp.) e bandeamento
necrótico em cotilédones e folhas pri-
márias de feijão comum (Phaseo/Ns vulgaris).

Fig. 11. Manchas e áreas irregulares de cor amarelo-creme
causadas por ApMV em Lord Lambourne.

Lenho-mole-da-macieira
elApple rubbery wood")

O lenho-mole ou emborracha-
mento-do-lenho é uma disfunção de
natureza ainda desconhecida. Foi pro-
posto o envolvimento de agentes do
tipo fitoplasma, bactérias restritas ao
xilema e ricketsias na etiologia da doen-
ça. Não há, entretanto, prova de pato-
genicidade. Trata-se de uma doença
muito difundida em macieiras, pereiras
e porta-enxertos, que provoca perdas de
produção, em média, de cerca de 20% a
30%. A flexibilidade anormal da madei-
ra, principal sintoma da doença, dificul-
ta a formação das macieiras; os ramos,
sem frutos, curvam-se sob a ação do seu
próprio peso. O calibre dos frutos é
menor e a maturação é retardada.
Os internós são curtos e o crescimento
vegetativo é reduzido. A condição le-
nho-mole observa-se principalmente nos
ramos jovens, do 2° ano de crescimento,
com espessura de, no máximo, um dedo.
Mais tarde as plantas produzem madeira
normal e ladrões oriundos do líder, e os
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sintomas podem desaparecer por com-
pleto. A transmissão da doença ocor-
re pela união de tecidos ou propa-
gação vegetativa de porta-enxertos
clonais.

Indexagem

o lenho-mole pode ser indexado
em grande número de variedades. A cvs.
Gala e mutantes, Lord Lambourne (LL) ,
Gravenstein e Golden Delicious são
muito sensíveis. O procedimento co-
mum e mais rápido de indexagem é a
enxertia de LL na copa da planta a ser
indexada. Alternativamente pode-se ino-
cular indicadoras com tecidos infectados
em plântulas de semente envasadas. Es-
tirpes severas do lenho-mole produzem
reação de LL em cerca de 6 meses p.i.,
enquanto estirpes fracas requerem mais
tempo, e outras sequer induzem qual-
quer reação da indicadora. A flexibilida-
de do lenho é produto da insu-
ficiente lignificação do tecido (Fig. 12).
Pode-se diagnosticar lenho-mole por
teste bioquÍmico, tingindo-se cortes
histológicos em solução de floroglucina/
HCI, um corante de lignina. Au-
sência de tingimento vermelho (au-
sência de lignina), significa presença da
doença.

Fig.12. Curvatura de ramos na cv. Fuji causada pelo lenho-
mole.
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Durante o levantamento de doen-
ças vitais, no sul do Brasil, observou-se
a ocorrência de viroses de importância
secundária, que merecem menção, a tí-
tulo de informação. Os sintomas l]Ue
causam são tão evidentes que levam
geralmente à eliminação das plantas afe-
tadas. Estas doenças não são cobertas
pelos programas de limpeza clonal, pois
se expressam na madeira das plantas e
especialmente nos frutos, isto é, geral-
mente na fase adulta das plantas e em
pomares mais velhos. Geralmente não
são reconhecíveis no viveiro.

I US d - aico- o-tom -
teiro e Tomato r ng pot
virus", ToRSV)

Este vírus causa doenças em maci-
eiras e outras fruteiras de clima tempe-
rado. ToRSV é um Nepovirus (vírus
com partículas poliédricas transmitido
por nematóides) associado à necrose-da-
união-da-enxertia da macieira. Essa for-
ma um anel marrom ao redor do tronco,
na junção da copa com o porta-enxerto.
Segundo o isolado, em vez de necrose,
pode produzir-se uma canelura muito
discreta e o inchamento do porta-enxer-
to. A necrose impede a soldadura da
enxertia, deixando a planta debilitada e
passível de ser derrubada por ventos
fortes. O sintoma é similar ao da linha
marrom da necrose-da-união-de-enxertia
em Virginia Crab em porta-enxertos
infectados por ASGY. Os sintomas apa-
recem quando a planta entra em produ-
ção. ToRSV induz sintomas em copas e
porta-enxertos. A invasora dente-de-leão
(Taraxacun/ officino/e) e outras invasoras de
folha larga, juntamente com nernatóides
do gênero Xipbillell/o, são fundamentais
na disseminação de ToRSV em poma-
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res. O vírus é facilmente transrnissivel
pela enxertia durante a propagação e
tem um amplo espectro de hospedeiros
nos gêneros Ma/tis, Prsnus, Rubus, Ribes,
Vitis, Vaccinium e em orquídeas. Não há
dados experimentais da sua ocorrência
em macieiras no Brasil, mas já foi cons-
tatado em invasoras em pomares no RS.

O vírus é multiparticulado, possui
RNA de fita simples de 7,6 a 7,9 kb e
partículas poliédricas de 28 nm. A necro-
se-da-uniâo-de-enxertia representa um
caso a parte entre as doenças virais de
macieiras com características epide-
miológicas específicas (possui um vetor
e hospedeiras herbáceas nos pomares).
Assim, onde ocorre, estratégias para seu
controle podem ser modelo para a
implementação de um programas de
manejo integrado em face dos vários
fatores que envolve.

Indexagem

ToRSV é facilmente transmitido
pela via mecânica para Cbenopodium quinoa,
Nicotiana tabacum cv. S amsun, Gompbrena
globosa e Cucumis sativus a partir de tecido
tenro e suculento. A reação biológica
tem que ser complementada por exem-
plo por ELISA para confirmação, devi-
do à similaridade aos sintomas produzi-
dos por outros vírus.

epressão-do-Ienho

Descrita na Europa há mais de um
século. Inicia-se com depressões locais,
curtas, em ramos jovens; posteriormen-
te desenvolvem-se ranhuras longitudi-
nais que se alargam, dando lugar às de-
pressões da madeira. O patógeno, cuja
natureza ainda se desconhece, desenvol-
ve isolados de virulência variável.
O agente pode ser eliminado por termo-
terapú A transm/ss-lO d.a depress.ao-do-

lenho dá-se exclusivamente pela enxertia
e pela propagação clonal de tecidos
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infectados de copas e porta-enxertos.
A exclusão de plantas afetadas visando à
seleção de plantas-elite para a propaga-
ção exige análise criteriosa, pois, com o
aumento da idade da planta, os sintomas
tendem a desaparecer, como ocorre tam-
bém com o lenho-mole. É relevante que
essa disfunção tenha sido observada em
pomares jovens na região de Caxias do
Sul, RS (Fig. 13), o que mostra que ainda
há matrizes contaminadas com o
patógeno sendo propagadas.

Fig.13. Sintoma da depressão-do-Ienho
na cv. Royal Gala com 3 anos de idade.

Indexagem

A indexagem da depressão-do-le-
nho é feita por borbulhia na cv.
Gravenstein ou por garfagem desta
indicadora em planta-candidata. O tem-
po de incubação varia de cerca de 1 a

5..?LlOS Segt/Llo'O .? fJ?uéofIt!e e ss concú:
ções de crescimento até o aparecimento
das depressões locais.
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Ruga-verde

Em pomares de mars de 20 anos
foram observados frutos com sintomas
de ruga-verde. Os sintomas desenvol-
vem-se em frutinhos de cerca de 2 a 3 cm
de diâmetro, ou 3 a 4 semanas pós-
floração, na forma de pequenas depres-
sões da casca, que se tornam mais pro-
fundas. O tecido abaixo das depressões é
verde, de um tom mais escuro do que o
do tecido que o circunda (Fig. 14).

O agente foi transmitido somente
pela enxertia, mas há relatos de dissemi-
nação vagarosa em pomares. Assim,
medidas de sanidade, como a termo-
terapia, representam a melhor forma de
prevenção. O patógeno, de natureza
ainda desconhecida, é latente em algu-
mas variedades comerciais e pode redu-
zir substancialmente a produção e a
armazenabilidade dos frutos.
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Fig.14. Sintomas de ruga-verde em frutinhos da cv. Gala
Standard.

Indexagem

A ruga-verde é indexada por
garfagem nas cvs. Golden Delicious e
Granny Smith ou de ramos destas em
plantas doentes ou suspeitas. Os sinto-
mas aparecem logo após a floração em
forma de depressões verde-escuras na
casca dos frutos (Fig. 14). O tempo de
incubação é de 3 a 4 anos até a expressão
de sintomas.
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Rachadura-estrela

Embora ocorra raramente, a racha-
dura-estrela foi constatada em pomares
velhos no Rio Grande do Sul. A nature-
za desta disfunção não é conhecida.
O agente, transmissível pela enxertia,
pode ser eliminado por termoterapia.
Experimentos comprovaram a existên-
cia de isolados de virulência variável; os
mais virulentos causam além da racha-
dura típica, distorção e redução do ta-
manho dos frutos (Fig. 15), redução do
vigor, declínio e cancros nas gemas.

Para a indexagem de vírus em fru-
tos, além da sensibilidade, é relevante a
precocidade no desenvolvimento de fru-
tos da variedade-irrdicadora. A cv. Golden
Delicious é indicada para detectar pre-
cocemente a rachadura-estrela. Dupla
borbulhia de isolados severos induz
necrose da casca de ramos e morte de
ponteiros no primeiro ano na maioria
das cultivares. Sintomas de rachaduras
em frutos podem requerer um tempo de
incubação de 2 a 4 anos após garfagem de
ramos infectados em copas sadias.
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Fig. 15. Sintomas de rachadura-estrela na
cv. Gala Standard.

TESTES SEROLÓGICOS E
MOLECULARES: INDEXAGEM
EM LABORATÓRIO

O diagnóstico por meio da
indexagem biológica, embora geralmen-
te sensível e confiável, é um procedi-
mento de longa duração e passível de ser
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influenciado por uma sene de fatores
como suscetibilidade das indicadoras,
pela virulência e características biológi-
cas dos isolados virais e pelas condições
ambientais em que é executado, princi-
palmente pela temperatura. É, portan-
to, um processo longo, trabalhoso e
caro. Portanto, além da busca de
indicadoras que reajam em menor tem-
po, lança-se mão de instrumentos diag-
nósticos como os testes de laboratório,
que, devem significar, especialmente no
caso de indexagem de uma matriz livre-
de-vírus destinada à certificação, uma
complementação necessária e uma re-
dução do tempo de testagem.

Entre os testes de laboratório mais
usados, destacam-se os testes imunoen-
zimáticos (ELISA e variantes) para uso
massal (grande número de amostras) e os
testes moleculares baseados na PCR
(reação da polimerase em cadeia e vari-
antes).

O teste imunoenzimático ELISA
(e variantes) é, atualmente, o mais am-
plamente utilizado e mais sensível teste
serológico para detecção de doenças
vitais em fruteiras em geral. O teste é
executado em placas de microtitulaçào
ou membranas. Consiste, basicamente
de se fazer reagir um extrato da amostra
com um anticorpo específico (primá-
rio) que será detectado por um segundo
anticorpo (secundário) ligado a uma
enzima. Uma vez adicionado à mistura
o substrato desta enzima, a reação posi-
tiva produzirá uma alteração de cor
visível a olho nu (Fig. 16), mensurável
no espectro de luz visível a 405 nm.

Apesar de algumas peculiaridades
dos vírus em tecidos lenhosos (baixa
concentração do vírus; acúmulo do ví-
rus em certos tecidos; distribuição
desuniforme do vírus no tecido) que
podem dificultar o diagnóstico em cer-
tas estações do ano, o diagnóstico
serológico apresenta-se como instru-
mento diagnóstico que possui indiscutí-
veis virtudes: simplicidade, possibilida-
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de de execução em larga escala, baixo
custo e alta sensibilidade, desde que
executado adequadamente, considerando-se
a época da colheita das amostras, tipo,
idade, e posição do tecido na planta.
Falsos positivos indicam, ocasionalmen-
te, a necessidade de testes adicionais de
confirmação. A recíproca é válida: iso-
lados que infectam mas não produzem
sintomas nas indicadoras podem vir a
ser detectados serologicamente, de for-
ma que os métodos de detecção se com-
plementam. Isto é especialmente ne-
cessário na produção de matrizes certi-
ficadas.
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Fig. 16. Teste imunoenzimático ELlSA em placa.
Os poços de cor amarela mostram reações positivas.
A primeira coluna à esquerda representa o "bronco",
poços sem amostras. Os controles positivo e negativo
estão aleatoriamente distribuídos na placa.

Indexagem molecular

A PCR ou reação da polimerase em
cadeia (e suas variações, p.ex. IC-PCR,
amplificação precedida de imunocap-
tura das partículas virais com anticorpos
específicos) é um método de detecção
muito sensível que permite o diagnósti-
co de agentes vitais, geralmente, desde
que se conheça pelo menos parte da
sequência de nucleotídeos do genoma
viral. Consiste de duas fases. Na primei-
ra, "iniciadores", pequenos fragmentos
de DNA chamados oligonucleotídeos,
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sintetizados com base naquela sequência,
se pareiam com a fita de RNA viral e
permitem o início da síntese de um
DNA complementar (cDNA) pela
enzima transcriptase reversa. Na segun-
da fase, a enzima polimerase de DNA,
ou Taq (de Thermus aquaticus) DNA
polimerase multiplica aquele DI A
complementar em vários ciclos de am-
plificação. Os produtos deste processo
de amplificação são em seguida separa-
dos por eletroforese (campo elétrico)
num suporte gelatinoso solidificado
(agarose) , tingidos e visualizados sob luz
ultravioJeta (Fig. 17).

bp 1 2 3 4 5
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Fig. 17. Produtos da PCR separados por eletroforese em
agarose 1.2%, visualização com luz ultravioleta: amostras
2, 3 e 4, ASGV, 4, controle sadio; 1, marcador molecular.

O advento da PCR aumentou a
sensibilidade do diagnóstico e expandiu
o período dos testes para os tecidos
dormentes. O custo dos equipamentos e

Frutas do Brasil, 38

dos reagentes e a necessidade de pro-
cessamento do RNA viral com agentes
desproteinizantes, enquanto ELISA e
suas variantes usam seiva bruta ou clari-
ficada, reduz muito a versatilidade da
PCR para análises massais. Ambos mé-
todos, entretanto, têm seu lugar no
instrumentário de diagnóstico, e especi-
almente na limpeza clonal, formando
um tripé co1l,l a indexagem biológica.

LIMPEZA CLONAL: PRODU-
çÃO DÊ PLANTAS LIVRES DE
VíRUS

523

Controle de vírus é sempre
profilático. ão há métodos curativos
ou viricidas aplicáveis em pomares,
exceto aqueles dirigidos à limpeza do
material propagativo e procedimentos
laboratoriais. Planta infectada, uma vez
no pomar, permanece infectada e é
irrecuperável. O único controle efici-
ente de vírus, especificamente daqueles
de fruteiras, que se transmitem, em sua
maioria, exclusivamente pela enxertia,
consiste no uso de plantas livres de vírus
na formação do pomar.

É comum não haver plantas livres
de vírus de uma variedade ou clone de
importância comercial passíveis de uti-
lização para a obtenção de matrizes
livres de vírus e sua propagação vegeta-
tiva. Estas têm que ser desenvolvidas a
partir do material infectado, o que pode
ser feito por, a) avaliação de "escapes"
na turais (plan tas que permanece-
ram sadias) via indexagem massal,
b) termo terapia, e, c) por cultura de
tecidos. A quimioterapia, geralmente é
utilizada como acessório da cultura de
tecidos. a pratica é comum a associa-
ção de métodos, visando ao aumento da
eficácia do processo de limpeza. Para
uma série de agentes virais há dados
experimentais que comprovam um au-
mento substancial do número de plan-
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tas livres de vírus obtidas de cultura de
meristema, quando a planta doadora foi
previamente submetida ao tratamento
térmico.

Os procedimentos para eliminar
vírus de plantas caracterizam ações de
longa duração, seja pela termo terapia
ou pela cultura de tecidos, pois envol-
vem além execução física de um e outro
método, um série de etapas adicionais,
como os testes ELISA, indexagem bio-
lógica, PCR, controle de autenticidade
varietal e monitoramento periódico de
matrizes.

Termoterapia e enxertia in
vivo de ápices caulinares

O tratamento térmico com ar quen-
te pratica-se hoje da mesma forma usada
nos anos 60, quando estes trabalhos se
iniciaram nos EUA e Europa.

Basicamente os procedimentos con-
sistem das seguintes etapas. Após a esco-
lha da variedade segundo critérios agro-
nômicos, pomológicos, fitossanitários
e mercadológicos, a planta é preparada
para o tratamento térmico. Isto aconte-
ce por garfagem da cultivar-candidata
em plântulas de semente bem desenvol-
vidas e enraizadas. Uma vez soldado o
enxerto, a planta recebe tratamento para
fomentar vigorosa brotação e cresci-
mento, permitindo o acúmulo de subs-
tâncias de reserva na raiz e no tronco.
Isto é precondição para o êxito da
termoterapia, que não deixa de ser um
tratamento bastante agressivo. Forte
poda, boa fertilização e suprimento de
água, forçam nova brotação sob tempe-
raturas que variam de 36°C a 40°C por
diferentes períodos, segundo o vírus ou
isolado. Alternativamente as plantas
destinadas à termo terapia podem ser
preparadas por borbulhia que é subme-
tida diretamente ao tratamento. Tem-se
então somente uma brotação. Como os
brotos de borbulhia reagem sensível-
mente às altas temperaturas, há que se

Maçã Fitossanidade

preparar um número maior de plantas,
o que exige maior capacidade nas câma-
ras. Observa-se ainda que a soldadura de
material infectado é bem pior na
borbulhia que na garfagem.

Para o tratamento térmico utili-
zam-se desde câmaras de crescimento
totalmente automatizadas até simples
gabinetes de madeira com lâmpadas
como fontes internas de calor. Sistemas
mais desenvolvidos permitem manter a
temperatura ambiente alta, enquanto
baixam a temperatura das raízes por
meio de um sistema separado de refrige-
ração. Câmaras de termo terapia devem
preencher três requisitos básicos: que
sejam controláveis, confiáveis e permi-
tam exposição a temperaturas constan-
tes. Nestas condições de temperatura o
crescimento vegetativo da planta é mais
rápido que a replicação e o movimento
do vírus na planta. Como consequência
os ápices laterais e apicais têm alta pro-
babilidade de estarem livres de vírus
(viróides não são, aparentemente, afeta-
dos pela termoterapia). Estes ápices são
cortados e enxertados em cunha em
porta-enxertos preparados simultanea-
mente (Fig. 18B). As plantas enxertadas
são aclimatadas sob alta umidade
ambiental neste período, cobertas com
sacos plásticos ou frascos de vidro, tro-
cados ou levantados à medida que a
planta cresce. Quando o broto estiver
crescendo vigorosamente, retira-se a
cobertura, mas mantem-se as plântulas
sob observação diária. Nesta fase não
pode ocorrer desidratação. É relevante,
entretanto, considerar-se a termo-sensi-
bilidade específica dos vírus e de seus
isolados, que determina a ordem de eli-
minação destes agentes. Grosso modo,
ACLSV e ApMV são de fácil remoção
pelo calor, ASPV -SED ocupa posição
intermediária e ASGV, extremamente
termoestável, geralmente não é elimi-
nado pela termoterapia. Neste último,
e em outros casos, a termo terapia é um
ótimo pré-tratamento do material a ser
submetido à cultura de meristemas.
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Como o tratamento térmico não
representa garantia de que todos os vírus
foram eliminados, é procedimento-pa-
drão a indexagem na sequência da
enxertia de ápices caulinares. Novamen-
te, aqui deve haver uma seleção dos
métodos de diagnóstico (biológico,
serológico e molecular), segundo o tipo
e quantidade de tecido disponível, de
forma a permitir a indexagem o mais
precocemente possível. Não é exagero
enfatizar a importância de temperatu-
ras de 18°C a 22°C e de baixa lumi-
nosidade para otimizar a expressão de
sintomas da maioria das indicadoras.

o primeiro enfolhamento após o tra-
tamento as plantas produzirão poucas
gemas, assim que para a indexação bio-
lógica abrangente em várias indicadoras,
o material só estará disponível em quan-
tidade suficiente para todas inoculações
após o segundo enfolhamento (cerca de
1 ano). Há que se considerar ainda após
a termo terapia, que, caso não houve
eliminação total dos vírus, certamente
ocorreu uma forte redução na sua con-
centração, eventualmente inferior ao
nível de detecção. Por estes motivos as
séries completas de testes só podem co-
meçar no segundo período vegetativo
pós-tratamento térmico, quando a con-
centração de vírus, porventura não eli-
minado, atingiu novamente níveis
detectáveis. Estes testes se orientam por
normas internacionais que determinam
a escolha da indicadora. O mesmo fato
determina a necessidade do moni-
toramento periódico de matrizes já
indexadas.

Em regiões em que se estima que
um considerável grau de limpeza clonal
já foi atingido é possível fazer-se uma
seleção de plantas-elite. Encurta-se en-
tão o procedimento, fazendo-se uma
indexagem-piloto com ELISA para
ACLSV na floração, o que dá uma idéia
preliminar do estado de sanidade do
material. Em caso negativo conclui-se a
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indexagem completa em indicadoras
lenhosas, ELISA e PCR para garantir
que o material esteja livre dos outros
principais vírus. Em caso positivo o
material volta para a termoterapia.
Considerando-se o início da indexação
no 2° enfolhamento, estima-se a dura-
ção do processo de limpeza e indexagem
de uma variedade de maçã em cerca de
5 a 6 anos. É relevante que o material
livre de vírus seja disponibilizado so-
mente para viveiros credenciados.

Cultura de tecidos in vitro

Entre os procedimentos para a eli-
minação de vírus de tecidos vegetais
destacam-se a cultura de meristemas e a
microenxertia. A cultura de meristemas
já foi usada com êxito para eliminar um
grande número de vírus de numerosas
espécies de plantas.

A concentração de vírus em plan-
tas se reduz na proximidade do meris-
tema apical. Geralmente, no próprio
meristema não há vírus. Este é o funda-
mento do uso deste tecido para limpeza
clonal. Trata-se de um tecido ainda não
diferenciado de até 0,25 mm de compri-
mento. O meristema é extraído sob lupa
em condições asséticas, de tecidos que
podem ter sido submetidos previamen-
te à termo terapia, e cultivado em meios
de cultivo para a) iniciação de cultivo,
b) proliferação e c) enraizamento, con-
forme procedimentos e protocolos já
descritos. As plântulas são aclimatadas
em casa de vegetação em condições simi-
lares às da câmara de crescimento (baixa
luminosidade e alta umidade) por cerca
de 45 a 60 dias, reduzindo-se gradati-
vamente a umidade até que as plântulas
tornem-se resistentes a condições natu-
rais de luz e umidade (Fig.18A).

Neste estádio elas passam a receber
tratamento-padrão para plantas de casa
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de vegetação e são submetidas assim que
possível aos primeiros testes de vírus,
idênticos aos descritos para plantas
oriundas da termoterapia. A micro-
enxertia in vitro utiliza fragmentos de
ápices um pouco maiores, enxertados
em hipocótilos de plântulas (com cerca
de duas semanas) decapitadas, germina-
das in vitro. Em condições asséticas,
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copa e hipocótilo se unem para formar
uma planta de seis folhas em cerca de seis
semanas. Estas são transferidas para um
suporte estéril (vermiculita) e adapta-
das gradativamente à umidade am-
biente e então transplantadas para
solo e mantidas em casa de vegetação,
para posterior indexagem, como já des-
crito.

Fig. 18. Início fase de aclimatação em casa de vegetação. Porta-enxertos Maruba-kaido
oriundos de cultura de meristemas in vitro (A); enxerto in vivo de ápice caulinar oriundo
de temoterapia (8).
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