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Com cerca de 30 anos de idade,
ocupando uma 4area aproximada de
30 mil hectares, em quatro Estados da
Unido (RS, SC, PR e SP), a pomicultura
brasileira ¢ relativamente jovem, com-
parada com as regides pomicultoras do
hemisfério norte, mas se depara com
questoes de sanidade do material propa-
gativo muito similares aquelas enfrenta-
das por aqueles paises.

Os primeiros cultivos comerciais
da macieira iniciaram-se no Brasil por
volta de 1970, quando os programas de
limpeza clonal nos paises com tradicao
na producao de maga, europeus e norte-
americanos, comecavam, desde meados
dos anos 50, a produzir os primeiros
resultados, acompanhados de legislacio
especifica. O fato de que, ainda nos anos
80 a 90, a contaminac¢do com virus e
similares em pomares ¢ viveiros de maca
franceses e estrangeiros atingia mais de
60% dos clones amostrados, d4 uma
idéia do carater de longa duracao de tal
empreendimento, até a eliminacio to-
tal de virus e similares.

Assim, nao ¢ de surpreender que o
material propagativo utilizado na im-
plantacdo dos primeiros pomares brasi-
leiros estivesse altamente contaminado
e que até mesmo as introducoes recentes
dos Estados Unidos, da Europa e do
Japao ainda apresentem graus conside-
raveis de contaminacio.
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Durante décadas, os programas
IR-2 nos EUA e no Canada, e as rigoro-
sas diretrizes para producio de material
propagativo de alguns paises da Unido
Buropéia (UE) garantiram o alto grau
de limpeza dos principais clones comet-
ciais em uso naqueles pafses. Recen-
temente, na UE as regras foram alte-
radas, aparentemente para permitir a
comercializacao de materiais oriundos
de paises com padroes tecnolégicos mais
baixos e sistemas de controle de sanida-
de menos rigorosos. A partir da “Dire-
triz Buropéia para a Comercializacao
de Material Propagativo e Plantas para
a Producao de Frutas”, produziu-se uma
corrente favoravel a introducio de uma
terceira categoria de material propa-
gativo a0 lado de “livre de virus” (“vf”)
e “testada para virus” (“vt”), deno-
minada “CAC” (Conformitas Agraria
Communitatis). Nessa categoria garante-
se somente que o material estd livre de
sintomas virais reconheciveis visual-
mente, isto ¢é, tanto os virus latentes
como aqueles que ainda nao se expressa-
ram na fase de viveiro (virus de frutos),
sao desconsiderados. Assim, o material
“CAC” para comercializacio na UE
(diretriz de 1993) e exportacao pode
conter a maior parte dos virus e dos
agentes similares que produzem doen-
¢as em macieiras. Embora “vt” ¢ “CAC”
tenham pouca relevancia comercial, ¢é
importante saber que sua comercia-
lizagdo ¢ legal. Para se adequar a esta
norma, os paises membros adaptaram
suas legislacdes. 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, horticolas e fruteiras de semente e
caroco, criando duas classes de mate-
rial propagativo: material certificado,
que preenche requisitos de sanidade e
liberdade de virus, e material padrao
que corresponde a categoria “CAC”
da UE.

Os virus sao agentes patogenicos,
que se encontram, segundo definigao
amplamente aceita, além da fronteira
que delimita e agrupa os seres Vvivos e
afetam o desenvolvimento das plantas,
interferindo de forma parasitica no
metabolismo vegetal. Em “agentes si-
milares” ou assemelhados agrupam-se
agentes transmissiveis pela enxertia
como 0s microrganismos fitoplasmas e
rickettsias e outros ainda nao caracteri-
zados. Cerca de 30 doencas de macieiras
sao causadas por virus, virdides e agen-
tes similares. Geralmente faz-se distin-
¢ao entre dois grupos de virus em maci-
eiras: aqueles que produzem sintomas
claramente visiveis em variedades co-
merciais ¢ os chamados virus latentes.
Segundo a viruléncia 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 raizes
da macieira.

No primeiro grupo, os danos da
doenga sao evidentes e por essa razao a
indexagem de virus nos anos 60 concen-
trou-se nesses agentes, e o material que
nao apresentava sintomas visiveis rece-
bia a denominacao “vt”. Incluiam-se
nesse grupo a depressao-do-lenho (“flat
limb”) e o lenho-mole (“apple rubbery wood”),
de natureza ainda desconhecida, o virus-
do-mosaico-da-macieira (“apple mosaic
virns”, ApMV), e casca-aspera (“apple rough
skin”). Entretanto, posteriormente de-
monstrou-se que virus latentes, especi-
almente em infeccoes mistas, também
causavam danos considerdaveis. Exata-
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mente por nao produzirem sintomas
visualmente perceptiveis na maioria das
cultivares comerciais, podem passar
despercebidos e ser propagados indefi-
nidamente. Incluem-se nesse grupo: vi-
rus-do-acanalamento-do-tronco-da-ma-
cieira (“apple stem grooving virus”, ASGV),
virus-das-caneluras-do-tronco-da-maci-
eira (“apple stem pitting virns”, ASPV), virus-
da-mancha-clorotica-da-folha-da-maciei-
ra (“apple chlorotic leafspot virus”, ACLSV).
Embora haja controvérsia, existem evi-
déncias experimentais de que a sindrome
epinastia e declinio do Spy (“Spy epinasty
and decling’, SED) possa ser causada por
ASPV, razao porque cla, a titulo de
simplificagao, ¢é abordada neste contex-
ASPV. Com

a climinacao desses virus por ter-

to como associada ao

moterapia, o material recebe a denomi-
nacao “vf’. O diagnoéstico de virus em
fruteiras é chamado de indexagem. Con-
siste em enxertar num porta-enxerto de
cerca de 0,8 cm 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 combinagao por-
ta-enxerto/espécie-candidata em casa de
vegetagao ou em campo. O ambiente
techado (telados, casas de vegetacao)
permite controlar as condi¢des am-
bientais e dirigir os tratos culturais para
influenciar a expressao de sintomas; al-
tas temperaturas, entretanto, mascaram
os sintomas de virus.

Os virus 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 ¢ sua producao. Ha
farta documentacao cientifica sobre os
efeitos negativos de virus em macieiras.
[ relevante para os danos em macieiras
o efeito de sinergismo entre virus laten-
tes entre si, e com ApMV. Entre os
danos causados por infecgdes virais, des-
tacam-se:
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-Reducao do pegamento de
enxertias de material infectado: as plan-
tas no viveiro tém pouco vigor, ou po-
dem desenvolver sintomas e definhar
nos primeiros anos apos a implantacao

do pomar.

+Reducao de producio. Ela pode
variar de cerca de 16% a 84% segundo a
variedade de maca e do isolado viral ou
da mistura dos virus.

-Reducao do crescimento: redu-
cao do calibre dos frutos e do tamanho
e do vigor das plantas, do diametro do
tronco, do comprimento dos ramos la-
terais e da brotacao.

. Aumento da suscetibilidade a in-
feccoes fungicas podridoes
radiculares e cancros o que provoca

como

aumento do uso de agrotoxicos.

-Reduciao da capacidade de apro-
veitamento de fertilizantes: crescimen-
to e producao satisfatérios de plantas
livres de virus podem ser garantidos
com doses menores de fertilizantes, re-
duzindo o custo de producao e o impac-
to ambiental da cultura sobre lencois
freaticos e mananciais.

-Reducao da armazenabilidade dos
frutos.

- Aumento da sensibilidade a gea-
das tardias, pela indugdo de floragao
precoce de plantas infectadas por virus.

Na continuacao serao abordados
os principais virus de macieiras indivi-
dualmente, juntamente com a indexa-
gem em plantas indicadoras lenhosas
por uniao de tecidos ¢ pela via mecanica
em plantas indicadoras herbaceas. Hsta
ultima consiste em esfregar-se extratos
de tecidos doentes (preferencialmente,
botoes florais e pétalas, frutos amassa-
dos ou folhas bem jovens) em folhas da
indicadora herbacea previamente pul-
verizada com um abrasivo. O extrato ¢
feito em tampao fosfato de potassio
0.01-0.05 M, pH 7.0, com 2,0% de nico-
tina ¢ aplicado em plantinhas com 6 a 8
folhas, mantidas, posteriormente, a tem-
peraturas de 22°C a 25°C.
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VIRUS LATENTES

ACLSV ¢ um virus latente, ampla-
mente difundido em macieiras em todo
o mundo; afeta também a péra, Prunus
ssp., outras espécies de rosaceas frutife-
ras e ornamentais além de espécies de
outros géneros. Sua relevancia econo-
mica, em virtude do grande potencial de
dano, ¢ grande, mas variavel, segundo a
estirpe do virus e a cultivar contamina-
da. Em média, a producao de plantas
infectadas é reduzida em cerca de 10% a
20%. Embora considerado um virus re-
lativamente pouco importante por cau-
sa da tolerancia observada nos princi-
pais porta-enxertos comerciais, adqui-
riu destaque em algumas regioes
pomicultoras brasileiras com o incre-
mento significativo do uso do porta-
enxerto Maruka-kaido, altamente sensi-
vel. ACLSV transformou-se em proble-
ma em razao do uso de porta-enxertos
clonais infectados e, na auséncia de
matrizes livres de virus, pela utilizagao
indiscriminada de plantas de pomares,
infectadas, nao-indexadas, como matri-
zes de material propagativo (borbu-
lheiras).

ACLSV, membro-tipo do género
Trichovirus, possui particulas filamentosas
e flexiveis de 720 x 12 nm, conten-
do subunidades da capa protéica com
massa molecular de cerca de 22 kDa que
encapsidam um RNA genomico de fita
simples, senso positivo com 7555
nucleotideos de comprimento, excluin-
do a extremidade nao-codificante
3’ poli(A).

Sua dissemina¢ao em pomares ¢
bancos de germoplasma é ampla, nio so6
no Brasil, como também na BFuropa.
Estudos recentes revelaram que ACLSV
tem alta incidéncia em variedades-copa
em Santa Catarina e no Rio Grande do
Sul. Na Franca, estudo mostrou que
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90% dos pomares com mais de 10 anos
estao contaminados, indice que cai para
20% nos pomares novos.

Ha isolados de ACLSV chamados
bi6tipos Maruba, que ao contrario dos
isolados tipicos de ACLSV nao produ-
zem sintomas nesta espécie.

Um consideravel numero de Malus
ssp. reage com sintomas a infec¢ao com
ACISV e, devido a sua extrema sensibi-
lidade, sao utilizadas como indicadoras.
Sintomas em Malus ssp. incluem: man-
chas cloréticas, clorose de nervuras,
necrose e distorcao foliar, enfezamento,
morte de ponteiros, necrose do floema
(casca), caneluras no xilema (madeira), e
declinio da planta. ACLSV forma ina-
meros isolados que podem produzir,
individualmente, somente parte deste
espectro de reagoes. Ha isolados de
ACLSV que nao produzem sintomas
em indicadoras lenhosas. O mais impor-
tante destes isolados, ACLSV bidtipo
Maruba-kaido, ¢ latente nesta espécie.
Alguns isolados de ACLSV produzem
necrose na uniao de enxertia do porta-
enxerto Mitsuba-kaido. Em Maruba-
kaido, as reacoes a infeccao com isola-
dos tipicos de ACLSV, observada em
plantas adultas em pomares de SC, siao
profundas caneluras na madeira e ne-
crose da casca, ambas extremamente
severas, sem necrose na uniao de enxertia
(Fig. 1). As caneluras na madeira con-
tem depositos necrosados da casca e
avancam sobre as raizes. Ocasionalmen-
te os troncos podem adquirir uma cor
avermelhada

Os sintomas de ACLSV em
R-12740.7A (Fig. 2) e M. platycarpa sio
mais expressivos sob temperaturas en-
tre 18°C e 22°C, enquanto sintomas de
ACLSV induzidos em Spy 227 sio 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 sinfomas ndo atingem a copa da cv.
Fuiji.

Foto: Osmar Nickel.

Fig. 2. Manchas e bandeamento clorético
de nervuras em folhas de R-12740.7A cau-
sadas por ACLSV.

R-12740.7A ¢é menos sensivel que, e
pode ser substituida por M. adstringens cv.
Hopa e Lord Lambourne Selecio n°® 5
(LL-S5) que tém reagoes muito sensiveis

a ACLSV.
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Infeccoes fortes em ‘Hopa’ indu-
zem sintomas 6-8 semanas p.i. (pOs-
inoculacio): a brotagao ¢ retardada, as
primeiras folhas podem aparecer defor-
madas e pequenas, a planta pode morrer
pouco depois da brotagio. Em infecgoes
fracas, algumas folhas apresentam-se
deformadas na brotacdao, que se curvam
levemente e sio menores que folhas sas.
Cerca de 6-8 semanas p.i. as folhas apre-
sentam-se estreitas, e curvadas lateral-
mente, com manchas vermelhas na la-
mina foliar que se tornam necroticas

(Fig. 3).
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Fig. 3. ‘Hopa’ com manchas foliares ver-
lhas causadas por ACLSV.

A depender da viruléncia do isola-
0 crescimento da indicadora ¢ forte-
ate reduzido. Na base do caule e dos
mos ocorrem erupgoes ou rachadu-
. No segundo ano pode-se observar
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mas cai consideravelmente quando a
temperatura passa de 18 para 22°C. Em
casas de vegetacio mal-refrigeradas,
telados ou no campo, em climas quen-
tes, pode haver mascaramento de sinto-
mas.

Também o clone LI.-S5 destaca-se
por alta sensibilidade e reagdo rapida.
Os sintomas variam de clareamento e
bandeamento clordtico de nervuras,

manchas cloréticas, mosaico e deforma-
cdo do limbo foliar na primeira brotacao

pi. (Fig. 4).

Fotb: Osmar Nickel.

Fig.4. Lord Lambourne S5 com manchas
cloréticas, mosaico e deformacéo foliar
causadas por ACLSV.

O clone Maruba-kaido Mo84

aneluras na madeira que adquire cor
ermelha intensa limitada por uma li-
necrotica que se forma na unido da
ixertia. A regra geral de que indexagens
0 conduzidas a temperaturas de até
C ¢ especialmente valida para a cv.
opa, na qual a intensidade dos sinto-

(Morioka 84, selecao de M. prunifolia cv.
ringo, Fruit Tree Research Station,
Morioka Branch, Japao) produz uma
rapida reacdao foliar: na primeira
brotagao a partir de 4-6 semanas p.i.,
folhas pequenas com manchas cloréticas
(mais tarde necroticas) e bandeamento
clorético das nervuras.
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Deve ser mencionada ainda, como
alternativa ou complementacio, a
indicadora Pyronia veitchiz, que, mantida a
18-22°C, é muito sensivel. Ela reage
com anéis clordticos a muitos isolados
de ACLSV, especialmente aqueles oriun-
dos de macas. A auséncia de sintomas de
ACLSYV em P. wpeitchiz, mantidas a
22-26°C, mas positivas em ELISA, de-
monstra a televancia da manutencao ¢
controle de temperatura para a expres-
sao de sintomas virais.

Fora do género Malus ACLSV infecta
algumas espécies cuja reaciao tem rele-
vancia diagnostica. Cotoneaster divaricata
desenvolve no 1° ano p.. necrose da
casca e declinio, no 2° ano p.i. profundas
caneluras e depressoes no lenho do cau-
le. Aronia melanocarpa mostra forte redu-
¢do de crescimento na primavera, e fo-
lhas deformadas com manchas cloréticas
no verao. Photinia villosa apresenta
amarelamento e enfezamento.

Os sintomas induzidos por ACLSV

principais
sumarizados na Tabela 1.

Todos isolados de ACLSV sao

transmissiveis mecanicamente e indu-

nas indicadoras estao

zem a formagdo de sintomas em algumas
plantas herbaceas. A espécie mais sensivel
& Chenopodinm quinoa que reage com lesoes
necroticas primarias nas folhas inocula-
das cerca de 5 dias p.., e manchas clo-
roticas sistémicas em folhas nao inocu-
ladas cerca de 10 a 12 dias apds o apare-
cimento das lesdes primarias (Fig. 5).
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Ha grande variagao no desenvolvi-
mento de sintomas sistémicos entre 1S0-
lados. Alguns isolados induzem a forma-
c¢io de manchas cloroticas com areas
necroticas, manchas anelares e cloroses
lineares, outros produzem poucos sin-
tomas sistémicos. Outras espécies her-
baceas utilizadas para indexagem de
ACLSV incluem: C. amaranticolor, feijao
comum (Phaseolus vulgaris), Celosia cristata,
Beta vulgaris var. cicla, e Tetragonia expansa,

entre outras.

Fig. 5. Manchas e anéis necréticos em
folhas inoculadas e manchas cloréticas
sistémicas em folhas néo 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*

MC, DF
MV, MN, NF, NCC, LA
MC, CL, EC
MC, NF, MP, NIC, C, EC
MC, (C)

MC, NF, (NIC), (C)
MAC

(*) C, caneluras; CL, clorose linear; DF, deformacao de folhas; EC, erupcdes da casca; LA, lenho avermelhado; MAC,
manchas anelares cloréticas; MC, manchas cloréticas; MN, manchas necréticas; MP, morte de ponteiros; MV, manchas
vermelhas, que se tornam necréticas; NF, necrose foliar; NIC, necrose interna da casca, ( ): sintfoma ocorre com certos

isolados, néo via de regra.
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ASGV ocorre em todas as regioes
do mundo onde se planta maca. O virus
infecta um espectro consideravel de
hospedeiros, incluindo a maioria das
variedades comerciais de Malus domestica,
sem produzir, nestas udltimas, reagoes
perceptiveis visualmente. Embora me-
nos presente na Buropa, estima-se que
75% do material proveniente do Japao
contenha ASGV, que causa em média
uma reducao da producio de cerca de

15%.

ASGV, membro-tipo do género
Capillovirus, tem particulas filamentosas,
flexiveis,

com estrias transversais,
de 600 a 700 nm de comprimento,
que contem um RNA genémico po-
liadenilado, de fita simples e senso
positivo com 6496 nucleotideos,
excluida a extremidade nao-codifi-
cante 3’ poli(A). As subunidades da

capa protéica tém massa molecular de

27 kDa.

O virus causa declinio 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
sensivel Maruba-kaido (M. prunifolia var.
nngo). Nos clones de Maruba-kaido em
uso, um porta-enxerto cuja utilizacao
tem se expandido fortemente no Brasil,
- ASGV provoca em plantas jovens um
cancro que destroi completamente a
casca do tecido sensivel (Fig. 6) e leva a
morte ou ao declinio gradual da planta
ainda nos viveiros. Ha isolados de ASGV
‘que nao produzem reagOes perceptiveis
em espécies de Malus normalmente sen-
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Fig. 6. Cancro da casca do porta-enxerto
Maruba-kaido (N), causado por ASGV em
pléntulas de viveiro com 1 ano de idade
(N= necrose na base do filiro M9 entre
copa e porta-enxerto).

Embora ASGV niao produza ne-
nhuma reagao perceptivel a olho nu na
maioria das cvs. comerciais, sintomas
muito fortes sao produzidos em M. do-
mestica cv. Virginia Crab, e no porta-
enxerto Maruba-kaido pelo isolado di-
agnosticado em SC. As folhas de Virginia
Crab tornam-se clordticas ou apresen-
tam manchas cloréticas na primeira
brotacao p.i. somente. Uma necrose
foliar tipica, 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 visivel apds a re-
moc¢ao da casca. Um acumulo dessas
caneluras forma depressoes visiveis da
casca. I muito tipico o inchamento da

Foto: Osmar Nickel.




Foto: Osmar Nickel.
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base da indicadora e o desenvolvimento
de necrose na uniao de enxertia (Fig. 7),

seguidos do declinio da planta.

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

M. micromalns (GMAL 273.a) tem
uma rea¢do muito rapida e desenvolve
sintomas diagnodsticos pronunciados
duas a quatro semanas p., consistindo
basicamente de manchas clordticas e
necroéticas, avermelhamento, epinastia
e deformaciao de folhas, ¢ necrose do
caule; M. yunnanensis (GMAL 2342) re-
quer (similarmente a Virginia Crab) seis
a dez semanas p.. para a expressio de
sintomas foliares, que consistem de
distor¢ao severa, nectose ¢ manchas
cloréticas foliares.

Pyronia veitchii é relatada como exce-
lente indicadora lenhosa para ASGV.
Manchas foliares amarelas aparecem em
quatro semanas p... 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. veitchii
¢ insatisfatorio. ASGV infecta ainda os
generos Aronia, Cotoneaster € Sorbus.

ASGV ¢ transmissivel pela via me-
canica para Chengpodium quinoa, que pro-
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duz sintomas diagnodsticos sistémicos
cerca de 5 a 8 dias pos-inoculagdo, carac-
terizados por manchas, anéis e mos-
queado clordticos e, posteriormente,
epinastia verde-escura e distor¢ao foliar,
curvatura em zigue-zague do caule, fo-
lhas pequenas e nanismo (Fig. 8).

O melhor tecido para a transmis-
sao de ASGV de macieiras para plantas
herbaceas consiste de folhas bem jovens,
pétalas e botoes florais. Ao utilizar-se
C. guinoa na indexacao biologica de ASGV
deve-se considerar que o virus ¢é transmi-
tido pela semente desta herbacea. ASGV
infecta também C. amaranticolor, Nicotiana
Glntinosa, N. occidentalis 378, pepino (Cucumis
sativus), abobrinhas e abobrinha verde
(Cucurbita spp.) entre outras. Embora
Virginia Crab apresente forte reagdo a
ASGV, tentativas de transmititr ASGV
desta indicadora para plantas herbaceas,
nao tém tido éxito, provavelmente, de-
vido a uma reagido de hipersensibilidade

a0 virus.

Fig. 8. Chenopodium quinoainfectado com
ASGV: A. manchamento clorético das fo-
Ihas (& esquerda, controle sadio); B. estdgio
avancado da infeccéo, folhas aconcavadas,
com epinastia verde-escura (e) e deforma-
das (d) (a direita controle sadio).

Fotos: Osmar Nickel.



Frutas do Brasil, 38

O virus-das-caneluras-do-tronco-da-
macieira ocorre em todas as regioes

pomicultoras do mundo, frequente-
mente em combinacao com ACLSV.
Foi
caneluras e necrose decorrentes de uma
incompatibilidade entre Virginia Crab
e algumas cultivares de macieira. O vi-

descrito originalmente como

tus ¢ latente na maioria das cultivares
comerciais e nao causa sintomas percep-
tiveis, exceto o efeito no crescimento e
na producio, a qual pode ser reduzida
em cerca de 10% a 20%. A epinastia ¢
declinio de spy (“Spy epinasty and decline”,
SED) é uma disfuncao causada por um
virus latente, associado, e, segundo al-
guns autores, idéntico a ASPV com base
na correlagao (infeccao e sintomas) en-
tre ASPV ¢ SED. Observou-se que o
inoculo que causava caneluras em
- Virginia Crab, induzia na indicadora
Spy 227 epinastia e declinio. Embora
haja experimentos que questionam essa
identidade, ¢ postulam que seriam, pelo
menos, estirpes muito diferentes de um
mesmo virus, em razao da diferenca de
termossensibilidade observada entre
‘eles, neste contexto, a titulo de simplifi-
cacao, ambos serao tratados conjunta-
nente. Atualmente, hia consenso entre

2 maioria dos pesquisadores da area de

que ambas as sindromes siao causadas,

muito provavelmente, por ASPV.

O agente causal das caneluras do
tfonco da macieira ¢ um virus com
ticulas filamentosas e flexiveis, de
0 nm x 12 a 15 nm, sem estriacao
transversal cvidente, membro-tipo do
genero Foveavirns. O genoma do virus
onsiste de RNA de fita simples, senso
gositivo ¢ 9.474 nucleotideos. A massa
molecular das subunidades da capa

fotéica foi estimada em cerca de

Macé Fitossanidade

Embora assintomatico nas princi-
pais cvs. comerciais de maga, ASPV-
SED induz sintomas em algumas espé-
cies indicadoras e algumas espécies de
Malus ornamentais, entre os quais desta-
cam-se dois sintomas classicos: Virginia
Crab inoculada por enxertia desenvol-
ve caneluras de severidade variavel, que
param na unido de enxertia; 10 a
12 meses p.. Ocasionalmente, caneluras
e as projecoes internas da casca nao
ocorrem no tronco da indicadora, mas
em vez disso um anel de caneluras se
forma na linha de enxertia e ha deposi-
tos marrom-escuros de floema necrético
nelas. Na casca do tronco aparecem
manchas pretas que marcam o inicio do
processo de erup¢dao da casca. Um
sindroma similar ¢ 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
apos 1 ano p.i. necrose interna da casca,
desorganizacao do xilema (caneluras),
morte de ponteiros e declinio. Manchas
cloréticas em Spy geralmente sio causa-
das por presenca de ACLSV no indculo.
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Fig. 9. Epinastia foliar em Spy 227 causada
por ASPV-SED.




Foto: Osmar Nickel.
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M. domestica cv. Radiant Crab é uma
indicadora tao ou mais sensivel que Spy
227. Sua reagdo, na primeira brotacao
p.l. consiste de epinastia foliar, manchas
cloroticas e necrose das nervuras cen-
trais (com menos intensidade, das nervu-
ras secundarias) (Fig. 10).

Pyronia veitchiz, também altamente
sensivel a ASPV, reage em quatro sema-
nas p.i. com forte enfezamento e declinio
a todos isolados de ASPV de maga que
causam caneluras em Virginia Crab e

epinastia em Spy 227.
Até o momento ASPV-SED foi

transmitido pela via mecanica somente
para um numero restrito de plantas
herbaceas. O virus causa um mosaico e
amarelamento sistémico de nervuras,
seguido de epinastia foliar e enfezamento
em Nicotiana occidentalis 37 B. Sintomas
mais severos sao produzidos em
N. occidentalis ssp. obligna que mostra le-

soes locais necroticas seguidas de necrose

foliar.

Fig.10. Radiant Crab com epinastia foliar,
manchas cloréticas e necrose das nervuras
(NN) causadas por ASPV-SED.
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Esses agentes representam, pela sua
natureza visivel, um risco menor de ser
perpetuados e propagados, pois, em
parte, podem ser reconhecidos e elimi-
nados. Embora de menor importancia
econdémica, podem, individualmente ou
em complexos virais, causar danos subs-
tanciais a macieira.

O mosaico-da-macieira causa uma
das mais conhecidas doencas virais de
macieira. A evidéncia dos sintomas que
causa em folhas, permite, geralmente,
ao vivelrista ¢ ao pomicultor, eliminar
plantas infectadas. Os sintomas foliares
variam, entretanto, segundo a virulén-
cia do isolado e a sensibilidade da culti-
var, e podem ser muito ténues, passando
despercebidos. Geralmente, sio mais
fortes em primaveras frias. I comum as
cvs. Gala e Granny Smith conterem o
virus de forma latente. Apds periodos de
forte expressao de sintomas, podem
ocorrer flores anormais, atrofiadas e
queda de frutos jovens. ApMV causa
danos relevantes a macieira, reduzindo
a pega da enxertia e o crescimento da
planta. A redugao de producio pode ser
da ordem de 30%, mas varia segundo a
cultivar, as condi¢des do tempo e a
estirpe do virus. O efeito de ApMV ¢
especialmente danoso quando ocorre
infeccao mista com virus latentes. Além
da macieira e da ameixeira, o virus ocot-
re naturalmente em lapulo, morango,
essencias florestais (Bezula sp.) e Rubus ssp.
Avaliacoes de material da Nova
Zelandia, da Australia e da Aftica do Sul
revelam infec¢ao de 10% a 15% com
ApMV, enquanto cerca de 2% a 3% do
material proveniente dos EUA estdo
contaminados.
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ApMV, geénero [larvirus, familia
Bromoviridae, o agente causal do mosaico,
possui particulas isométricas de 25 a
26 nm, um genoma triparticulado e qua-
tro tipos de RNA (3544 nucleotideos
(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.

ApMV pode ser indexado em va-
riedades comerciais de Malus sp. Especi-
almente sensiveis sao as cvs. Golden
Delicious, Jonathan e mutantes, Granny
Smith e mutantes, Gala e mutantes,
Braeburn, Melrose e Malus domestica cv.
Lord Lambourne. Plantas infectadas
mostram areas 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
superficie foliar ou ocupar toda area
entre nervuras. Em lLord Lambourne
(Fig. 11) aparecem geralmente na pri-
meira brotagao p.. manchas amarelo-
creme tipico de ApMV.

Deve-se estar atento para nao con-
fundir sintomas de ApMV com aqueles
produzidos por alguns defensivos, como
amonia quaternaria e produtos a base de
aminotriazol, como também para o fato
de que ApMV nao ¢ totalmente sistémico
em ramos de mais de 2 anos.

O conhecido mosaico da macieira,
ApMV, ¢ transmissivel pela via mecani-
ca para um grande numero de plantas
herbaceas. Sintomas em algumas espé-
cies inoculadas experimentalmente in-
cluem: manchas anelares, manchas
cloréticas e epinastia em cotilédones e
varios sintomas sistémicos como mosai-
co e manchas anelares nas primeiras
folhas de pepino (Cucumis sativus) e mosai-
co sistétmico em folhas e manchas anela-
res em pétalas de Cataranthus roseus; mo-
saico sistemico, anéis necroticos e anéis
cloréticos concéntricos em folhas pri-
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marias de caupi (V7gna unguicnlata); lesoes
necréticas em cotilédones de abobrinha
verde (Cucurbita sp.) e bandeamento
necrético em cotilédones e folhas pri-
marias de feijao comum (Phaseolus vulgaris).

Fig. 11. Manchas e dreas irregulares de cor amarelo-creme

causadas por ApMV em Lord Lambourne.

O lenho-mole ou embortracha-
mento-do-lenho é uma disfuncao de
natureza ainda desconhecida. Foi pro-
posto o envolvimento de agentes do
tipo fitoplasma, bactérias restritas ao
xilema e ricketsias na etiologia da doen-
¢a. Nao ha, entretanto, prova de pato-
genicidade. Trata-se de uma doencga
muito difundida em macieiras, pereiras
e porta-enxertos, que provoca perdas de
producao, em média, de cerca de 20% a
30%. A flexibilidade anormal da madei-
ra, principal sintoma da doenga, dificul-
ta a formacdo das macieiras; 0s ramos,
sem frutos, curvam-se sob a acao do seu
proprio peso. O calibre dos frutos ¢é
menor e a maturacao ¢é retardada.
Os internds sao curtos e o crescimento
vegetativo ¢ reduzido. A condicao le-
nho-mole observa-se principalmente nos
ramos jovens, do 2° ano de crescimento,
com espessura de, no maximo, um dedo.
Mais tarde as plantas produzem madeira
normal e ladroes oriundos do lider, e os

Foto: Osmar Nickel.
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sintomas podem desaparecer por com-
pleto. A transmissao da doenca ocor-
re pela uniao de tecidos ou propa-
gacao vegetativa de porta-enxertos
clonais.

O lenho-mole pode ser indexado
em grande numero de variedades. A cvs.
Gala e mutantes, Lord Lambourne (LLL),
Gravenstein ¢ Golden Delicious sao
muito sensiveis. O procedimento co-
mum ¢ mais rapido de indexagem ¢ a
enxertia de ILI. na copa da planta a ser
indexada. Alternativamente pode-se ino-
cular indicadoras com tecidos infectados
em plantulas de semente envasadas. Es-
tirpes severas do lenho-mole produzem
reacao de LI em cerca de 6 meses p.i,
enquanto estirpes fracas requerem mais
tempo, ¢ outras sequer induzem qual-
quer reacao da indicadora. A flexibilida-
de do lenho ¢ produto da insu-
ficiente lignificacao do tecido (Fig. 12).
Pode-se diagnosticar lenho-mole por
teste bioquimico, tingindo-se cortes
histologicos em solucao de floroglucina/
HCI, um corante de lignina. Au-
sencia de tingimento vermelho (au-
séncia de lignina), significa presenga da
doenca.

Fig.12. Curvatura de ramos na cv. Fuji causada pelo lenho-

mole.
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Durante o levantamento de doen-
¢as virais, no sul do Brasil, observou-se
a ocorréncia de viroses de importancia
secundaria, que merecem mengao, a ti-
tulo de informacao. Os sintomas que
causam sao tao evidentes que levam
geralmente a climinagao das plantas afe-
tadas. Estas doencas nao sao cobertas
pelos programas de limpeza clonal, pois
se expressam na madeira das plantas e
especialmente nos frutos, isto ¢, geral-
mente na fase adulta das plantas e em
pomares mais velhos. Geralmente nao
sao reconheciveis no viveiro.

Este virus causa doencas em maci-
eiras ¢ outras fruteiras de clima tempe-
rado. ToRSV ¢ um Nepovirus (virus
com particulas polié¢dricas transmitido
por nematoides) associado a necrose-da-
uniao-da-enxertia da macieira. lissa for-
ma um anel marrom ao redor do tronco,
na jun(_;ﬁ() da copa com O porta-enxerto.
Segundo o isolado, em vez de necrose,
pode produzir-se uma canelura muito
discreta ¢ o inchamento do porta-enxer-
to. A necrose impede a soldadura da
enxertia, deixando a planta debilitada e
passivel de ser derrubada por ventos
fortes. O sintoma ¢ similar ao da linha
marrom da necrose-da-uniao-de-enxertia
em Virginia Crab em porta-enxertos
infectados por ASGV. Os sintomas apa-
recem quando a planta entra em produ-
¢ao. ToRSV induz sintomas em copas e
porta-enxertos. A invasora dente-de-ledo
(Taraxacum officinale) ¢ outras invasoras de
folha larga, juntamente com nematoides
do género Xiphinema, sao tundamentais
na disseminacao de ToRSV em poma-



Frutas do Brasil, 38

res. O virus é facilmente transmissivel
pela enxertia durante a propagacio e
tem um amplo espectro de hospedeiros
nos géneros Malus, Prunus, Rubus, Ribes,
Vitis, Vaccininm e em orquideas. Nao ha
dados experimentais da sua ocorréncia
em macieiras no Brasil, mas ja foi cons-

tatado em invasoras em pomares no RS.

O virus ¢ multiparticulado, possui
RNA de fita simples de 7,6 a 7,9 kb e
particulas poliédricas de 28 nm. A necro-
se-da-unido-de-enxertia representa um
caso a parte entre as doencas virais de
macieiras com caracteristicas epide-
miologicas especificas (possui um vetor
e hospedeiras herbaceas nos pomares).
Assim, onde ocorre, estratégias para seu
controle podem ser modelo para a
implementacao de um programas de
manejo integrado em face dos varios
fatores que envolve.

In

ToRSV ¢é facilmente transmitido
pela via mecanica para Chengpodinm quinoa,
Nicotiana tabacum cv. Samsun, Gomphrena
Globosa ¢ Cucumis sativus a partir de tecido
tenro e suculento. A reacao biologica
tem que ser complementada por exem-
plo por ELISA para confirmacao, devi-
do a similaridade aos sintomas produzi-
dos por outros virus.

Dey

Descrita na FEuropa ha mais de um
século. Inicia-se com depressoes locais,
curtas, em ramos jovens; posteriormen-
te desenvolvem-se ranhuras longitudi-
nais que se alargam, dando lugar as de-
pressoes da madeira. O patdgeno, cuja
natureza ainda se desconhece, desenvol-
ve isolados de viruléncia variavel.
0O agente pode ser eliminado por termo-
gpia. A transmissio da depressio-oo-
0 di-se exclusivamente pela enxertia

pela propagacao clonal de tecidos
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infectados de copas e porta-enxertos.
A exclusao de plantas afetadas visando a
selecao de plantas-elite para a propaga-
cao exige analise criteriosa, pois, com o
aumento da idade da planta, os sintomas
tendem a desaparecer, como ocorre tam-
bém com o lenho-mole. E relevante que
essa disfuncao tenha sido observada em
pomares jovens na regiao de Caxias do
Sul, RS (Fig. 13), o que mostra que ainda
ha matrizes contaminadas
patogeno sendo propagadas.

com O
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Fig.13. Sintoma da depressdo-do-lenho
na cv. Royal Gala com 3 anos de idade.

A indexagem da depressao-do-le-
nho ¢é feita por borbulhia na cv.
Gravenstein ou por garfagem desta
indicadora em planta-candidata. O tem-

po de incubacio varia de cerca de 1 a

2 2108 S0 7 TAHEAIdE ¢ a5 cond
¢oes de crescimento até o aparecimento
das depressoes locais.




Foto: Osmar Nickel.
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Em pomares de mais de 20 anos
foram observados frutos com sintomas
de ruga-verde. Os sintomas desenvol-
vem-se em frutinhos de cerca de 2 2 3 cm
de diametro, ou 3 a 4 semanas pos-
floragao, na forma de pequenas depres-
soes da casca, que se tornam mais pro-
fundas. O tecido abaixo das depressoes 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 ha relatos de dissemi-
nagio vagarosa em pomares. Assim,
medidas de sanidade, como a termo-
terapia, representam a melhor forma de
prevencio. O patoégeno, de natureza
ainda desconhecida, ¢ latente em algu-
mas variedades comerciais e pode redu-
zir substancialmente a produc¢io ¢ a
armazenabilidade dos frutos.

Fig.14. Sintomas de ruga-verde em frutinhos da cv. Gala

A ruga-verde ¢ indexada por
garfagem nas cvs. Golden Delicious e
Granny Smith ou de ramos destas em
plantas doentes ou suspeitas. Os sinto-
mas aparecem logo apds a floracao em
forma de depressdes verde-escuras na
casca dos frutos (Fig. 14). O tempo de
incubagao ¢ de 3 a 4 anos até a expressao
de sintomas.
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Embora ocorra raramente, a racha-
dura-estrela foi constatada em pomares
velhos no Rio Grande do Sul. A nature-
za desta disfuncdo ndo é conhecida.
O agente, transmissivel pela enxertia,
pode ser eliminado por termoterapia.
Experimentos comprovaram a existén-
cia de isolados de viruléncia variavel; os
mais virulentos causam além da racha-
dura tipica, distor¢ao e redugao do ta-
manho dos frutos (Fig. 15), reducao do
vigor, declinio e cancros nas gemas.

Para a indexagem de virus em fru-
tos, além da sensibilidade, é relevante a
precocidade no desenvolvimento de fru-
tos da variedade-indicadora. A cv. Golden
Delicious ¢ 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
incubagdo de 2 a 4 anos apos garfagem de
ramos infectados em copas sadias.

Fig. 15. Sintomas de rachadura-estrela na
cv. Gala Standard.

O diagndstico por meio da
indexagem biologica, embora geralmen-
te sensfvel e confiavel, é um procedi-
mento de longa duragdo e passivel de ser
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influenciado por uma série de fatores
como suscetibilidade das indicadoras,
pela viruléncia e caracteristicas biologi-
cas dos isolados virais e pelas condigcoes
ambientais em que ¢ executado, princi-
palmente pela temperatura. i, portan-
to, um processo longo, trabalhoso e
caro. Portanto, além da busca de
indicadoras que reajam em menor tem-
po, langa-se mao de instrumentos diag-
nbsticos como os testes de laboratorio,
que, devem significar, especialmente no
caso de indexagem de uma matriz livre-
de-virus destinada a certificacdo, uma
complementacao necessaria e uma re-
ducio do tempo de testagem.

Entre os testes de laboratorio mais
usados, destacam-se os testes imunoen-
zimaticos (ELISA e variantes) para uso
massal (grande numero de amostras) e 0s
testes moleculares baseados na PCR
(reagao da polimerase em cadeia e vari-
antes).

O teste imunoenzimatico ELISA
(e variantes) ¢, atualmente, o mais am-
plamente utilizado e mais sensivel teste
serologico para deteccao de doencas
virais em fruteiras em geral. O teste ¢é
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de de execugao em larga escala, baixo
custo ¢ alta sensibilidade, desde que
executado adequadamente, considerando-se
a ¢poca da colheita das amostras, tipo,
idade, e posicao do tecido na planta.
Falsos positivos indicam, ocasionalmen-
te, 2 necessidade de testes adicionais de
confirmagao. A reciproca ¢é valida: iso-
lados que infectam mas niao produzem
sintomas nas indicadoras podem vir a
ser detectados serologicamente, de for-
ma que os métodos de detecgao se com-
plementam. Isto ¢ especialmente ne-
cessario na produgao de matrizes certi-
ficadas.

Foto: Thor V.M. Fajardo.

executado em placas de microtitulacao
ou membranas. Consiste, basicamente
de se fazer reagir um extrato da amostra
com um anticorpo especifico (prima-
ti0) que sera detectado por um segundo

Fig. 16. Teste imunoenzimdatico ELISA em placa.
Os pocos de cor amarela mostram reagées positivas.
A primeira coluna & esquerda representa o “branco”,
pocos sem amostras. Os controles positivo e negativo
estdo aleatoriamente distribuidos na placa.

anticorpo (secundario) ligado a uma
enzima. Uma vez adicionado a mistura
0 substrato desta enzima, a reacio posi-
tiva produzird uma alteracio de cor
visivel 2 olho nu (Fig. 16), mensuravel
0o espectro de luz visivel a 405 nm.

Apesar de algumas peculiaridades
dos virus em tecidos lenhosos (baixa
concentracao do virus; acumulo do vi-
fus em certos tecidos; distribuicio
desuniforme do virus no tecido) que
podem dificultar o diagnéstico em cer-
tas estacoes do ano, o diagndstico
serologico apresenta-se como instru-
mento diagnodstico que possui indiscuti-
veis virtudes: simplicidade, possibilida-

A PCR ou reagio da polimerase em
cadeia (e suas variacdes, p.ex. IC-PCR,
amplificagio precedida de imunocap-
tura das particulas virais com anticorpos
especificos) ¢ um método de deteccio
muito sensivel que permite o diagnosti-
co de agentes virais, geralmente, desde
que se conheca pelo menos parte da
sequencia de nucleotideos do genoma
viral. Consiste de duas fases. Na primei-
ra, “iniciadores”, pequenos fragmentos
de DNA chamados oligonucleotideos,



Foto: Osmar Nickel.
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sintetizados com base naquela sequéncia,
se parelam com a fita de RNA viral e
permitem o inicio da sintese 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 DNA
complementar em varios ciclos de am-
plificacao. Os produtos deste processo
de amplificacio sio em seguida separa-
dos por eletroforese (campo elétrico)
num suporte gelatinoso solidificado
(agarose), tingidos e visualizados sob luz
ultravioleta (Fig. 17).

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

O advento da PCR aumentou a
sensibilidade do diagnostico e expandiu
o periodo dos testes para os tecidos
dormentes. O custo dos equipamentos e
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dos reagentes e a necessidade de pro-
cessamento do RNA viral com agentes
desproteinizantes, enquanto ELISA e
suas variantes usam seiva bruta ou clati-
ficada, reduz muito a versatilidade da
PCR para analises massais. Ambos mé-
todos, entretanto, tém seu lugar no
instrumentario de diagnostico, e especi-
almente na limpeza clonal, formando
um tripé com a indexagem biologica.

Controle de virus ¢ sempre
profilatico. Nao ha métodos curativos
ou viricidas aplicaveis em pomares,
exceto aqueles dirigidos a limpeza do
material propagativo e procedimentos
laboratoriais. Planta infectada, uma vez
no pomar, permanece infectada e ¢
irrecuperavel. O unico controle efici-
ente de virus, especificamente daqueles
de fruteiras, que se transmitem, em sua
maioria, exclusivamente pela enxertia,
consiste no uso de plantas livres de virus
na formacao do pomar.

E comum nio haver plantas livres
de virus de uma variedade ou clone de
importancia comercial passiveis de uti-
lizagdo para a obtencao de matrizes
livres de virus e sua propagacao vegeta-
tiva. Estas tém que ser desenvolvidas a
partir do material infectado, o que pode
ser feito por, a) avaliacio de “escapes”
naturais (plantas que permanecce-
ram sadias) via indexagem massal,
b) termoterapia, e, ¢) por cultura de
tecidos. A quimioterapia, geralmente ¢
utilizada como acessorio da cultura de
tecidos. Na pratica ¢ comum a associa-
¢ao de métodos, visando ao aumento da
eficacia do processo de limpeza. Para
uma série de agentes virais ha dados
experimentais que comprovam um au-
mento substancial do numero de plan-
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tas livres de virus obtidas de cultura de
meristema, quando a planta doadora foi
previamente submetida ao tratamento
térmico.

Os procedimentos para eliminar
virus de plantas caracterizam ag¢oes de
longa duragao, seja pela termoterapia
ou pela cultura de tecidos, pois envol-
vem além execucao fisica de um e outro

método, um série de etapas adicionais,
como os testes ELISA, indexagem bio-
l6gica, PCR, controle de autenticidade
varietal e monitoramento periédico de
matrizes.

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. Apds a esco-
lha da variedade segundo critérios agro-
nomicos, pomologicos, fitossanitarios
e mercadologicos, a planta ¢é preparada
para o tratamento térmico. Isto aconte-
ce por garfagem da cultivar-candidata
em plantulas de semente bem desenvol-
vidas e enraizadas. Uma vez soldado o
enxerto, a planta recebe tratamento para
fomentar vigorosa brotagao e cresci-
mento, permitindo o acumulo de subs-
tancias de reserva na raiz e no tronco.
Isto é precondicao para o éxito da
termoterapia, que nao deixa de ser um
tratamento bastante agressivo. Forte
poda, boa fertilizacio e suprimento de
agua, forcam nova brotagao sob tempe-
raturas que variam de 36°C a 40°C por
diferentes periodos, segundo o virus ou
isolado. Alternativamente as plantas
destinadas a termoterapia podem ser
preparadas por borbulhia que ¢ subme-
tida diretamente ao tratamento. Tem-se
entao somente uma brotacao. Como 0s
brotos de borbulhia reagem sensivel-
mente as altas temperaturas, ha que se
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preparar um numero maior de plantas,
0 que exige maior capacidade nas cama-
ras. Observa-se ainda que a soldadura de
material infectado ¢ bem pior na
borbulhia que na garfagem.

Para o tratamento térmico utili-
zam-se desde camaras de crescimento
totalmente automatizadas até simples
gabinetes de madeira com lampadas
como fontes internas de calor. Sistemas
mais desenvolvidos permitem manter a
temperatura ambiente alta, enquanto
baixam a temperatura das raizes por
meio de um sistema separado de refrige-
racdo. Camaras de termoterapia devem
preencher trés requisitos basicos: que
sejam controlaveis, confiaveis e permi-
tam exposi¢ao a temperaturas constan-
tes. Nestas condi¢coes de temperatura o
crescimento vegetativo da planta ¢ mais
rapido que a replicagdio e o movimento
do virus na planta. Como consequéncia
os apices laterais e apicais tém alta pro-
babilidade de estarem livres de virus
(viréides nao sdo, aparentemente, afeta-
dos pela termoterapia). Estes apices sao
cortados e enxertados em cunha em
porta-enxertos preparados simultanea-
mente (Fig. 18B). As plantas enxertadas
sao aclimatadas sob alta umidade
ambiental neste periodo, cobertas com
sacos plasticos ou frascos de vidro, tro-
cados ou levantados a medida que a
planta cresce. Quando o broto estiver
crescendo vigorosamente, retira-se a
cobertura, mas mantem-se as plantulas
sob observaciao diaria. Nesta fase nao
pode ocorrer desidratacio. T relevante,
entretanto, considerar-se a  termo-sensi-
bilidade especifica dos virus e de seus
isolados, que determina a ordem de eli-
minacao destes agentes. Grosso modo,
ACLSV e ApMV sao de facil remogao
pelo calor, ASPV-SED ocupa posigao
intermediaria ¢ ASGV, extremamente
termoestavel, geralmente nao ¢ elimi-
nado pela termoterapia. Neste ultimo,
¢ em outros casos, a termoterapia ¢ um
otimo pré-tratamento do material a ser
submetido a cultura de meristemas.
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Como o tratamento térmico nio
representa garantia de que todos os virus
foram eliminados, ¢ procedimento-pa-
drio a indexagem na sequéncia da
enxertia de apices caulinares. Novamen-
te, aqui deve haver uma selecao dos
métodos de diagndstico (bioldgico,
serologico e molecular), segundo o tipo
e quantidade de tecido disponivel, de
forma a permitir a indexagem o mais
precocemente possivel. Nao ¢ exagero
enfatizar a importancia de temperatu-
ras de 18°C a 22°C e de baixa lumi-
nosidade para otimizar a expressao de
sintomas da maioria das indicadoras.
No primeiro enfolhamento apds o tra-
tamento as plantas produzirdo poucas
gemas, assim que para a indexa¢dao bio-
logica abrangente em varias indicadoras,
o material sé estara disponivel em quan-
tidade suficiente para todas inoculagoes
ap6s o segundo enfolhamento (cerca de
1 ano). Ha que se considerar ainda apos
a termoterapia, que, caso nao houve
eliminagao total dos virus, certamente
ocorreu uma forte reducao na sua con-
centra¢ao, eventualmente inferior ao
nivel de detecciao. Por estes motivos as
séries completas de testes s6 podem co-
megar no segundo periodo vegetativo
pos-tratamento térmico, quando a con-
centracao de virus, porventura nao eli-
minado, atingiu novamente niveis
detectaveis. Estes testes se orientam por
normas internacionais que determinam
a escolha da indicadora. O mesmo fato
determina a necessidade do moni-
toramento periédico de matrizes ja
indexadas.

Em regides em que se estima que
um consideravel grau de limpeza clonal
ja fol atingido ¢é possivel fazer-se uma
selecao de plantas-elite. Encurta-se en-
tao o procedimento, fazendo-se uma
indexagem-piloto com ELISA para
ACLSV na floragao, o que da 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 virus. Em caso positivo o
material volta para a termoterapia.
Considerando-se o inicio da indexacao
no 2° enfolhamento, estima-se a dura-
¢ao do processo de limpeza e indexagem
de uma variedade de maca em cerca de
5a 6 anos. Ii relevante que o material
livre de virus seja disponibilizado so-
mente para viveiros credenciados.

Entre os procedimentos para a eli-
minagao de virus de tecidos vegetais
destacam-se a cultura de meristemas ¢ a
microenxertia. A cultura de meristemas
ja foi usada com éxito para eliminar um
grande numero de virus de numerosas
espécies de plantas.

A concentracio de virus em plan-
tas se reduz na proximidade do meris-
tema apical. Geralmente, no proprio
meristema nao ha virus. Este ¢ o funda-
mento do uso deste tecido para limpeza
clonal. Trata-se de um tecido ainda nao
diferenciado de até 0,25 mm de compri-
mento. O meristema ¢ extraido sob lupa
em condi¢oes asséticas, de tecidos que
podem ter sido submetidos previamen-
te a termoterapia, e cultivado em meios
de cultivo para a) iniciacao de cultivo,
b) proliferacao e ¢) enraizamento, con-
forme procedimentos e protocolos ja
descritos. As plantulas sao aclimatadas
em casa de vegetacao em condicoes simi-
lares as da camara de crescimento (baixa
luminosidade e alta umidade) por cerca
de 45 a 60 dias, reduzindo-se gradati-
vamente a umidade até que as plantulas
tornem-se resistentes a condi¢Oes natu-

rais de luz e umidade (Fig.18A).

Neste estadio elas passam a receber
tratamento-padrao para plantas de casa
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de vegetacao e sao submetidas assim que
possivel aos primeiros testes de virus,
idénticos aos descritos para plantas

oriundas da termoterapia. A micro-
enxertia in vitro utiliza fragmentos de
apices um pouco maiores, enxertados
em hipocétilos de plantulas (com cerca
de duas semanas) decapitadas, germina-
das in vitro. Em condicoes asséticas,

Y

Fig. 18. Inicio fase de aclimatacéo em casa de vegetacdo. Porta-enxertos Maruba-kaido
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copa e hipocétilo se unem para formar
uma planta de seis folhas em cerca de seis
semanas. Estas sao transferidas para um
suporte estéril (vermiculita) e adapta-
das gradativamente a umidade am-
biente e entdao transplantadas para
solo e mantidas em casa de vegetacao,
para posterior indexagem, como ja des-
crito.

Foto: Osmar Nickel.

oriundos de cultura de meristemas in vitro (A); enxerto in vivo de dpice caulinar oriundo

de temoterapia (B).
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