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1. INTRODUCAO

O trabalho de limpeza clonal ou remogédo de infec¢gBes virais de clones
comerciais de copas e porta-enxertos de macieiras reveste-se de grande importancia
para a pomicultura brasileira em véarios sentidos. Observa-se uma mudang¢a profunda
de consciéncia por parte de consumidores e produtores sobre doengas de plantas
em geral e seu controle. Virus sdo agentes causadores de danos as plantas e,
portanto, geradores de perdas financeiras.

Os principais paises produtores de magas na Europa e nos Estados Unidos
determinam que a implantagdo de pomares deve ser feita com mudas certificadas
livres de virus. No Brasil, a legislagdo recente de produgdo de mudas acompanha
esta tomada de consciéncia e mudanca de paradigma. Afinal, quando se fala em
agricultura de preciséo faz-se necessario excluir do processo de producéo os fatores
gue afetam negativamente a planta. As alteragfes fisiolégicas causadas por virus
em plantas s&o por demais conhecidas. Dai a necessidade de se obter clones livres
de virus de cultivares relevantes e manté-los separadamente como fontes
identificaveis de material de propagacéao livres de virus. Clones livres de virus séo
necessarios para: 1. melhorar o desempenho e a qualidade do material propagativo
comercial 2. evitar resultados cientificos errdneos; 3. criar padrdes para todo tipo de
experimentacao cientifica com macieiras e programas de avaliacao.

Os variados efeitos nocivos dos virus a produgdo e a qualidade das macés e
o desenvolvimento de consideravel consciéncia ambiental da parte de produtores e
consumidores sublinham a necessidade de producéo e uso de material propagativo
livre de virus para produtores e viveiristas. Se junta a isto a conformidade com
diretrizes legais para a producéo de mudas de fruteiras em geral, assim como para a
elevacao do patamar tecnolégico da produgdo de mudas e frutas no pais. Macieiras
séo infectadas por um grande nimero de virus entre os quais se destacam os virus
latentes em cultivares comerciais como “virus da mancha clorética da macieira”
(Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV), “virus das caneluras do tronco da macieira”
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(Apple stem pitting virus, ASPV) e o “virus do acanalamento do tronco da macieira”
(Apple stem grooving virus, ASGV) (LESSA et al.,, 1998; NICKEL et al., 2001,
RADAELLI et al., 2004, 2006). Outros agentes, ainda pouco caracterizados, sédo o
“descascamento de platycarpa” (inglés: platycarpa scaly bark) e o “nanismo de
platycarpa” (inglés: platycarpa dwarf), o primeiro detectado por indexagem biolégica
em clones de macieiras oriundos de RS e SC (CRESTANI, 2000). Vérias disfuncdes
de relevancia econdmica e a “epinastia e declinio” da cv. Spy 227 s&o causados por
ASPV (PAUNOVIC et al., 1999; PAUNOVIC; RANKOVIC, 1998). Por ndo produzirem
sintomas visualmente perceptiveis na maioria das cultivares comerciais de
macieiras, os virus “latentes” podem passar despercebidos e serem propagados
indefinidamente. Infec¢cdes complexas de virus latentes sdo comuns no sul do Brasil
(NICKEL et al., 2001). ACLSYV foi detectado s6 ou em complexo com ASGV em 92%
das 24 cultivares testadas (KNAPP et al., 1995). Um segundo grupo, cuja infecgao
pode ser visivel, inclui o “virus do mosaico da macieira” (Apple mosaic virus, ApMV).
O ApMV é um patdgeno cosmopolita transmissivel por pélen, ao contrario dos virus
latentes, transmissiveis exclusivamente pela enxertia. Outros agentes neste grupo
sdo a “depressdo do lenho” (inglés: flat limb), “casca aspera do fruto” (inglés: apple
rough skin), “ruga verde” (inglés: green crinkle), e “rachadura-estrela” (inglés: star
crack) de natureza desconhecida ou causados por virdides e, geralmente,
removiveis por termoterapia (HOWELL et al., 1998), todos j& observados na regido
sul do Brasil (NICKEL et al., 2001; NICKEL, 2004).

Os virus afetam a producgédo e a qualidade dos frutos, o desenvolvimento de
mudas e a longevidade do pomar (LEMOINE, 1990), podendo ainda induzir
deformacdes, acelerar a maturagdo, e provocar alteragdes fisiolégicas em frutos,
aumentando a suscetibilidade a outros patdgenos. 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, ramos e em
raizes da macieira. A invasao dos tecidos da macieira por estes agentes é sistémica,
porém, geralmente, desuniforme. Infec¢cdes complexas, i.€, simultdneas por mais de
um virus, sdo comuns.

No Brasil a publicagéo da Lei 10.711 (2003) e do Decreto 5.153 (2004) que a
regulamenta, definiram pardmetros de qualidade para mudas. Embora o conceito
“livre de virus” ndo tenha sido absorvido por estes marcos regulatérios, normas
subsequentes prevéem que deve ser garantida por produtores e comerciantes de
mudas, ndo somente a identidade genética ou varietal, mas também a sanidade.

O objetivo do presente projeto foi obter material pré-basico de cultivares
comerciais de macieiras livres de virus latentes e do virus do mosaico da macieira
por eliminagdo de virus via termoterapia in vivo, quimioterapia e cultura de tecidos in
vitro. A avaliagdo da sanidade do material propagativo obtido foi efetuada por testes
moleculares, soroldgicos, imunoeletroforéticos e por indexagem biolégica em plantas
indicadoras lenhosas. A terminologia “livre de virus” aplicou-se no sentido de que os
materiais produzidos sdo livres dos virus de macieiras ASGV, ACLSV, ASPV e
ApMV com as restrices e as condi¢cdes experimentais mencionadas no texto. Estes
procedimentos levam a materiais que sdo qualitativamente superiores em termos de
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sanidade, produtividade e longevidade e representam um avanco tecnoldgico. A
observacdo de que certas infeccdes virais em Maxi Gala provocam maior
suscetibilidade a patégenos flngicos (manchas foliares e podridées de frutos) levou
a condugcdo de experimentos de carater preliminar, cujos resultados serdo
abordados, sem detalhamento metodolégico, na discussao de resultados.

2. METODOLOGIA
2.1. Termoterapia

Cultivares: Ao longo do projeto foram tratadas para remoc¢éo de virus as cvs.
Fuji Suprema M095 (nimero de acesso clonal, Embrapa), Fuji Standard M078, Fuiji
Select M184, Fuji More M182, Mishima M191, Imperial Gala M059/183, Royal Gala
MO073 e M053, MaxiGala M163/180, Galaxy M181 e Cripps Pink M075 e M080 e os
porta-enxertos M9 M072, M7 M097, M26, M106 e Maruba-kaido (varios acessos). Do
tratamento térmico foram obtidos explantes para quimioterapia in vitro e cultivo in
vivo de brotagfes apicais e laterais e cultivo in vitro de meristemas.

Foram escolhidas as cultivares, segundo critérios agrondmicos, pomolégicos,
fitossanitarios e mercadoldgicos e as plantas foram preparadas para o tratamento
térmico por garfagem da cultivar-candidata, geralmente, em porta-enxertos de
semente. Um bom enraizamento de ndo menos de seis meses foi observado para a
sobrevivéncia das plantas em termoterapia. Foram feitos poda severa, boa
fertilizacdo e suprimento de agua, para forgar nova brotacéo sob temperaturas que
variaram de 36 a 38° C por cerca de quatro a seis semanas. Foi utilizada camara de
crescimento semi-automatizada para manutencdo de temperatura. A umidade
relativa do ar de cerca de 40%, adequada para este tratamento, foi atingida pela
molhamento manual das plantas.

2.2. Cultivo in vivo de brotagdes emitidas sob calor

As brotagdes obtidas sob tratamento térmico chamadas “termonumeros” (TN)
foram enxertadas em porta-enxertos de semente (4 —5 mm de espessura), cobertas
com sacos plasticos para manutencao de atmosfera de alta umidade e aclimatadas
em estufa (Figura 1) e desenvolveram-se por 8-10 meses até a primeira andlise de
sanidade por indexagem biolégica. O nimero TN acompanha as plantas até a
conclusdo da avaliagdo de sanidade, que constatada, confere a planta a
denominagao “material pré-basico”.
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Figura 1: Enxertia de brotagBes emitidas sob calor, em cémara Umida para
desenvolvimento cerca de 30 dias ap6s a termoterapia.

A classica termoterapia convencional ou in vivo fez contribui¢do substancial
para a pomicultura mundial, mas além de ser um processo longo, trabalhoso e,
portanto, caro, tem varias restricdes como espaco limitado nas camaras, condi¢cdes
ndo-estéreis favoraveis a incidéncia de pragas e doengas, e a preparacdo das
plantas consome muito tempo. Mais promissor € 0 seu uso in vitro, associado ou ndo
a cultura de meristemas ou a quimioterapia (KNAPP et al., 1995; JAMES et al.,
1997).

2.3. Quimioterapia e Cultivo in vitro de tecidos e meristemas

Na sequéncia da termoterapia e obtencao de quantidade suficiente de tecido
para avaliacdo de sanidade optou-se por estabelecer um lote de cultivares in vitro
com o objetivo de propagar, executar a remocao de virus por quimioterapia e fazer o
diagnoéstico em tecidos de cultivo in vitro.

Foram estabelecidos in vitro diversos acessos das cvs. Maxi Gala, Galaxy,
Imperial Gala, Royal Gala, Castel Gala, Baigent, Fuji Suprema, Fuji Standard, Fuji
More, Fuji Select, Mishima, Cripps Pink e Hatsuaki, com e sem virus, num total de
cerca de 180 plantas in vitro, que podem ser rapidamente incorporados em
experimentos de limpeza clonal e propagagdo. Este procedimento visou um
encurtamento do tempo necessario para a obtengdo de tecidos livres de virus. O
cultivo para multiplicac&o in vitro foi feito em meio (MS) Murashige e Skoog (1962),
com alteracBes para as diversas fases do desenvolvimento.

Quimioterapia. Para avaliar a eficacia de ribavirina como agente antiviral na
remocgao de virus latentes de macieiras, foram conduzidos experimentos-piloto. Duas
cultivares foram utilizadas, Royal Gala M073 infectada com ACLSV e Cripps Pink
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MO080 infectada com ACLSV e ASPV, estabelecidas in vitro, em meio de cultura MS,
suplementado com 1 mg.L'l de benzilamino-purina (BAP), 30 g.L‘l de sacarose e 6
g.L'1 de agar, sob fotoperiodo de 16:8 h e temperatura de 22 °C + 3 °C. A presenca
dos virus foi determinada previamente por RT-PCR. As plantas provenientes de seis
explantes de 1 a 2 cm de comprimento de cada cultivar foram submetidas ao
tratamento de quimioterapia com ribavirina adicionada ao meio de cultura a
concentracdo de 10 pg.mL™ e avaliadas em trés repetices independentes. O
material foi repicado uma vez apés 30 dias. Apos 30 e 60 dias de cultivo in vitro com
ribavirina o material foi analisado por RT-PCR e as plantas foram transferidas para
meio de cultura MS sem o agente anti-viral para destoxificag&o. Das plantas tratadas
e das testemunhas foram isolados e cultivados meristemas (extremidades apicais
ndo diferenciadas, i.e., sem continuidade do sistema vascular com o restante do
explante). As plantas regeneradas foram enraizadas in vitro e aclimatadas em casa
de vegetacdo. Os controles consistiram de plantas cultivadas in vitro, ndo-tratadas
com ribavirina.

Num segundo experimento foi avaliada a remogédo de virus das cvs. Royal
Gala M053 (ASGV), Castel Gala M193 (ACLSV+ASGV+ASPV), Cripps Pink M075
(ASGV) e Fuiji Select M184 (ASGV+ASPV), comparando-se o efeito de 10 ug.mL™
de ribavirinacom 7,5 e 5,0 ug.mL'l. O material foi repicado para meio fresco aos 30
dias. Apos 30 e 60 dias o material foi analisado por RT-PCR e as plantas foram
transferidas para meio MS sem ribavirina por 30 dias para destoxificacdo antes da
transferéncia para meio de enraizamento, ap6s o qual as plantas foram aclimatadas.
Finalmente foi tentada a eliminag&o de virus latentes na comparag¢do com 1 ug/ml de
ribavirina, utilizando-se 0 mesmo desenho experimental e as mesmas cultivares
usados no experimento anterior.

Multiplicagdo in vitro de porta-enxertos. Técnicas de propagagdo sao
empregadas rotineiramente para a multiplicacdo de macieira. No entanto, a
eficiéncia do processo € altamente dependente da espécie e do gendtipo (clone)
empregado. A fim de aumentar a eficiéncia da propagagdo do porta-enxerto M9, a
partir de explantes de casa de vegetacao, foram testadas combinagfes de meios de
cultura, reguladores de crescimento e condi¢Bes de ambiente.

Foram removidos &pices caulinares de aproximadamente 1 cm de
comprimento de plantas M9, acesso M072, propagadas por multiplicagédo clonal. O
material foi estabelecido in vitro, em meio MS, pH 5,8, suplementado com 4 uM de 6-
benzil-aminopurina (BAP), 30 g.L'1 de sacarose e 6 g.L'1 de agar. A partir do material
estabelecido in vitro, foram testados os sistemas de regeneragéo descritos na tabela
1. Os testes descritos abaixo foram realizados na tentativa de estabelecer M9 in
vitro. Os explantes para a realizacdo dos testes abaixo foram retirados de plantas
em casa de vegetacdo. Os explantes para as tentativas de regeneracdo por
organogénese vieram de plantas in vitro que ndo estavam estabelecidas, ou seja,
ndo produziram novas brotagfes apenas desenvolveram os primérdios foliares do
meristema lateral.
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Tabelal. Explantes, sistemas de regenera¢do, meios de cultura e reguladores de
crescimento testados para a propagacéo do porta-enxerto de macieira
M9
Explante Sistema d~e Meio de Cultura Regulgdor de
Regeneracéo Crescimento

Gemas axilares
Gemas axilares

Gemas axilares

Gemas axilares

Gemas axilares

Brotacéo de
meristema lateral
Brotacéo de
meristema lateral
Brotacéo de
meristema lateral

Brotacao de
meristema lateral

Brotacao de
meristema lateral

MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962)
MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962)
MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962)

DKV (DRIVER;
KUNIYUKI,1984)

DKV (DRIVER;
KUNIYUKI,1984)

4uM BAP

4uM BAP, 0,5 uM &cido

indolbutirico (IBA)

4uM BAP, 0,5 uM IBA, 2 uM
acido giberélico (GA)
8,86 uM BAP, 0,53 uM GA

0,3 uM IBA —luz

monocromatica vermelha (650

nm)

17,72 uM BAP, 0,53 uM GA

0,3 uM IBA

Segmentos foliares

. Organogénese N6 (CHU, 1978) 15 pM tidiazuron (TDZ)
e caulinares
. 15 uM TDZ - explantes na
Segmentqs foliares Organogénese N6 (CHU, 1978) posicao horizontal, com face
e caulinares . .
abaxial em contato com o meio
Segmentos foliares oo oanese N6 (CHU, 1978) 15 uM tidiazuron (TDZ)

e caulinares liguido

Com o propdsito de acelerar a propagacdo de M9 foi realizado um
experimento preliminar da eficiéncia de pasta com &acido indol-butirico (IBA) no
enraizamento do porta-enxerto M9. Foram testadas trés concentracdes de IBA, 100,
500 e 1000 ppm, incorporado em pasta a base de lanolina. Foram coletadas estacas
lenhosas de aproximadamente 20 cm, de comprimento e espessura variavel de
plantas de macieira M9 cultivadas em casa de vegetagdo. A extremidade abaxial das
estacas foi cortada em bisel e coberta com pasta de enraizamento contendo IBA,
sendo que para cada concentragdo do regulador de crescimento foram testadas trés
plantas. As estacas com pasta na extremidade foram plantadas, verticalmente, em
copos pléasticos contendo aproximadamente 200 mL de areia média compactada. As
plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, sob condigcbes ambiente de luz e
temperatura por trés meses. ApGs este periodo, as estacas foram desenterradas e a
presenca de raizes ou primérdios radiculares foi avaliada visualmente.

2.4. Avaliagdao da sanidade de plantas oriundas de termoterapia,
quimioterapia e cultivo de meristemas

A aclimatagdo pos-cultivo in vitro foi feita em substrato comercial para
semeaduras em copos plasticos em camaras Umidas. A checagem de sanidade que
se seguiu ao trabalho de eliminacdo de virus é uma pratica-padrao, necessaria
porque quaisquer tratamentos de eliminacdo de virus ndo representam garantia de
eliminacdo e é comum que o tratamento tenha levado somente a uma redugéo do
titulo viral na planta abaixo do nivel de detec¢do. Nestas condi¢gdes de temperatura,
o crescimento vegetativo da planta é mais rapido e a replicagdo e o movimento do
virus séo reduzidos. Como consequéncia, as brotacBes laterais e apicais ainda
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herbaceas tém alta probabilidade de estarem livres de virus. Enquanto ACLSV,
ASPV e ApMV e as doencas de frutos e dos troncos séo, geralmente, de mail facil
remogdo pelo calor, 0 ASGV é extremamente termoestavel, e, geralmente, ndo é
eliminado somente pela termoterapia (JAMES et al., 1997). Embora a termo-
sensibilidade especifica dos virus determine a eficacia de eliminacéo destes agentes
em certo grau, o éxito da termoterapia parece depender ndo somente do método
usado e do virus em questao, mas de uma relacédo especifica entre o patégeno e um
certo genotipo (PAPRSTEIN et al., 2008).

Cerca de um ano apés inicio da aclimatagdo foram iniciados os testes de
sanidade por indexagem biolégica em plantas indicadoras lenhosas. Foram
utilizadas Malus domestica cvs. Spy227 (ASPV), Virginia Crab (ASGV), Radiant Crab
(ASPV), Malus adstringens cv. Hopa (ACLSV), Malus micromalus cv. GMAL 273.a
(ASGV) Malus platycarpa (ACLSV, “platycarpa scaly bark”) e Pyronia veitchii
(ACLSV, ASGV e ASPV) com trés repeticdes por planta e por indicadora, o que
implicou em que cada termondmero foi avaliado em 15 a 21 plantas, mantidas em
estufa/casa de vegetacdo ou em campo (JELKMANN, 2004). Os testes ndo
incluiram a indexagem de doencas de frutos e da madeira nas cvs. Stayman,
Gravensteiner, Golden Delicious, Lord Lambourne, Virginia Crab, Spy227 e R12740-
7-A devido a que as plantas originais ndo apresentavam sintomas nestes tecidos. Os
dois testes de laboratério utilizados foram o enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), e a RT-PCR ou IC-RT-PCR. Os extratos de Acidos nucléicos totais para
RT-PCR foram obtidos por adsorcdo em SiO, como descrito anteriormente (NICKEL
et al., 1999, 2001) e foram usadas diversas combina¢des de iniciadores ja avaliados
anteriormente (Tabela 2) (NICKEL; FAJARDO, 2009).

Tabela 2. Iniciadores utilizados na detecc¢éo de virus em macieiras por RT-PCR

Denominagéo do Sequanci y o Posicéo no Tamanho
R equéncias (5" — 3)
iniciador genoma fragmentos
ACLSV 7233r |[CAGACCCTTATTGAAGTCGAA 7213-7233 358 pb(l)
ACLSV 6875s |GGCAACCCTGGAACAGA 6875-6891
ACLSV 7365r |[CTAAACGCAAAGATCAGTTGTA 7343-7365 581 bp(z)
ACLSV 6784s IATGGCGCAGTGCTGAACCTCC 6784-6805
ACLSV 7429r |[CACACTTGAGCACACAACACA 7409-7429 678 pb(z)
ACLSV 6751s |CAGTTTGCTCGACAGAACCA 6751-6770
ASPV 9262r ATAGCCGCCCCGGTTAGGTT 9243-9262 270 pb®
ASPV 8993s CTCTTGAACCAGCTGATGGC 8993-9012
ASPV 3480s AGCGGTTGCCTATTTTTGCTC 3480-3501 291®
ASPV 3770r GTCAGGTCAAAGATGCTGAA 3750-3770
ASGV 6396r CTGCAAGACCGCGACCAAGTTT 6373-6396 755pb®
ASGV 5641s ATGAGTTTGGAAGACGTGCTTC 5641-5663
ASGV 6396r CTGCAAGACCGCGACCAAGTTT 6373-6396 523 pb®
ASGV 5873s CCCGCTGTTGGATTTGATACACCTC 5873-5898
ApMVcp 1776r [TCATAATTCTAACAAATCTT 1776-1795 669 pb(e)
ApMVcp 1126s IATGGTCTGCAAGTACTGTAA 1126-1145

1) Candresse et al. (1995); 2) Silva et al. (2008), com base no acesso M58152/NC_001409 do
Genbank do NCBI; 3) Radaelli et al. (2006); 4, Nickel et al. (2001); 5, MacKenzie et al. (1996); 6,
www.ncbi.nim.nih.gov, NC_00340.
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2.5. Estabelecimento e manutencao de bloco de matrizes livres de virus

Foram estabelecidas em um bloco nuclear protegido por cerca de tela as
plantas oriundas de tratamentos de remocé&o de virus cuja avaliacdo de sanidade foi
completada. Este lote de plantas, estabelecido na Embrapa Uva e Vinho contém os
materiais pré-basicos que devem dar origem matrizes borbulheiras, fornecedoras de
material propagativo para produgdo de mudas. A manutencdo dos materiais pré-
basicos em campo ocorrerd em dois lotes, na sede da Embrapa Uva e Vinho e na
sua EEFT, Vacaria, RS, e deve obedecer praticas culturais que assegurem sanidade
e vigor vegetativo.

Especificamente para a propagacédo do porta-enxerto M9 in vitro com o intuito
de acelerar o processo de multiplicacédo, foram avaliados varios meios de cultivo que
ndo deram resultado satisfatério. Dai a énfase na obtencao de maior quantidade de
termonimeros de M9 e propagacgdo em campo e em estufins. A propagacdo massal
dos materiais obtidos deve ser feita conjuntamente com os parceiros do projeto.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Termoterapia in vivo e cultivo de termonumeros

Apesar de algumas perdas significativas de plantas durante a termoterapia,
devido a suscetibilidade de algumas cultivares a exposicao a longos periodos de alta
temperatura, o projeto logrou obter por esta via uma série de materiais que foram
enxertados e submetidos a avaliagdo de sanidade. O material original utilizado
estava bastante infectado e infecgbes virais mdltiplas foram comuns. Parte dos
explantes de brotagBes ocorridas sob termoterapia de todas cvs. tratadas nao
sobreviveu a enxertia pos-tratamento térmico; nas cvs. Mishima e Maxi Gala TNs, a
perda foi total, exceto um explante desta Ultima cultivar (Tabela 3).

Tabela 3. TermonUmeros de cultivares de porta-enxerto e copas obtidos por termoterapia
in vivo (Outubro/2011)

Termonumeros Termonumeros

Cultivar/Acesso Infeccéo planta-mée* enxertados Vivos** -

Agosto/2010 Qut/2011
M9 M072 Nt 20 12
Fuji More M182 ASPV 8 8
Maxi Gala M180 ASGV 4 1
Galaxy M181 ASPV/ACLSV 4 4
Mishima M185 ASPV/ACLSV 8 0
Fuji Suprema M095 ASGV 12 8
Fuji Standard varios ASPV/ASGV/ACLSV 42 32
Imperial Gala M059 ACLSV/ASGV 6 4
Royal Gala varios ASPV/ASGV/ACLSV 11 7
Cripps Pink varios ASPV/ASGV/ACLSV 6 4

Nt, ndo testado; *Andlises referem-se as amostras analisadas, aos isolados de virus latentes mencionados e a
ApMV, com base em RT-PCR em conexdo com os iniciadores e condi¢gdes experimentais utilizados.
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Os resultados obtidos confirmaram observacdo anterior da dificuldade de
remocao de ASGV de tecidos de macieiras, sendo a infeccdo residual com ASGV,
pos-tratamento térmico a mais frequente nos materiais aqui analisados. A remocao
de ASGV é dificultada por sua termoestabilidade, fendmeno ja constatado por outros
autores (KNAPP et al., 1995; JAMES et al.,, 1997). Esta observacdo corrobora
relatos de outros autores de que a deteccdo de uma infeccéo residual pode ocorrer
longo tempo apds o tratamento, o que justifica a necessidade de se acompanhar
estes materiais avaliando-os periodicamente (GILLES; VERHOYEN, 1992) e
sublinha o carater de longo prazo deste tipo de tecnologia (JAMES, 2001).

A classica termoterapia in vivo levou a avangos substanciais, mas é um
processo longo, trabalhoso e, portanto, caro. Mais promissor e econdmico € o seu
uso associado a cultura de meristemas ou a quimioterapia in vitro.

3.2. Quimioterapia, cultivo de tecidos e de meristemas

Entre as substancias mais utilizadas e pesquisadas como agentes antivirais
para quimioterapia, destacam-se os flavondides a exemplo de quercetina e outras
substancias naturais muito disseminadas no reino vegetal como a morina e a
saponina glicirizina, e outras com atividade contra uma série de virus animais como
Herpes, poliomielite e pseudo-raiva. Vérios flavondides séo inibidores do virus do
mosaico do fumo, virus X da batata e virus da mancha anelar do tomate (JAMES et
al., 1997). Outras substancias antivirais sdo os analogos de bases nitrogenadas de
acidos nucléicos, como ribavirina, dioxihexahidrotriazina (DHT),
deshidroxipropiladenina (DHPA) e outras. Interferindo em caminhos metabdlicos,
estas substancias estdo envolvidas nhum complexo mecanismo de interferéncia na
sintese de DNA e RNA viral em animais e plantas. E possivel que o efeito dessas
substancias inclua a degradacéo de particulas de virus ja sintetizadas. A ribavirina,
dependendo da sua rotagdo, assemelha-se a adenosina ou guanosina. Quando
incorporada em RNA, como um analogo de adenina ou guanidina, pareia-se
igualmente bem com uracila ou citosina, induzindo mutagées na replicagdo de virus
de RNA dependente de RNA. O acimulo destas muta¢des pode ser letal para virus
de RNA. Ribavirina é conhecida como um potente agente quimioterapéutico, ja
utilizado na remocgéo de virus de macieiras (ASGV e ACLSV) (Hansen & Lane, 1985;
JAMES, 1997), e na combinagdo com DHPA num tratamento termo-quimioterapico
na obtencdo de videiras livres de Grapevine virus A, agente do “Kober stem
grooving”, uma das importantes doencas do complexo rugoso da videira. Devido ao
alto custo e a longa duracao da limpeza clonal, principalmente considerando-se a
avaliacdo biolégica de sanidade, faz-se necessario optar por métodos mais precisos
e econbmicos de obtencdo de clones livres de virus, como a termoterapia e
quimioterapia in vitro. (HANSEN ; LANE, 1985; JAMES et al., 1997, ABDELNOUR-
ESQUIVEL et al., 2006; PANATTONI et al., 2007).

Andlises de plantas das cvs. Royal Gala (M073) e Cripps Pink (M080) ap0s
30 dias de tratamento com ribavirina apresentaram 33% de eliminacdo de
ACLSV+ASPV (cv. Cripps Pink), enquanto todas as plantas da cultivar Royal Gala
permaneciam infectadas por ACLSV. Apo6s 60 dias de tratamento com ribavirina
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ocorreu excisdo e cultivo de meristemas. Nas plantas regeneradas a partir destes
meristemas a remo¢do de ACLSV da cv. Royal Gala e de ACLSV+ASPV da cv.
Cripps Pink foi completa (NICKEL et al., 2010) (Tabela 4). As plantas cultivadas in
vitro por 60 dias de tratamento com ribavirina apresentaram algumas alteracdes
morfolégicas nas regides apicais, e danos restritos do tipo escaldadura das folhas. O
efeito, que desapareceu apos a transferéncia das plantas para meio sem ribavirina
por 20-30 dias para destoxificagdo, foi mais visivel na cultivar Cripps Pink,
aparecendo com menor frequéncia e intensidade na cultivar Royal Gala. Na
sequéncia, ndo se observou qualquer efeito fitotoxico no desenvolvimento das
plantas tratadas com ribavirina.

Tabela 4: Remocgao de virus por quimioterapia in vitro e avaliagdo de sanidade de
material in vitro por RT-PCR (Outubro 2011)

Plantas infectadas*/ n° de plantas tratadas

culti A Vi 30 dias 60 dias
uttivar cesso rus Ribavirina pug/ml Ribavirina pg/ml

5 7,5 10 5 7,5 10
Royal Gala  M073 ACLSV * b 3/3 * b 0/3
Cripps Pink ~ M080 ACLSV ASPV o w* 213 ok w* 0/3
Royal Gala  M053 ASGV 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Castel Gala M193 ACLSV ASPV ASGV 4/4 4/4 4/4 0/4 0/4 1/4
Cripps Pink  M075 ASGV 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
Fuji Select M184 ASPV ASGV 4/4 4/4 4/4 1/4 1/3 1/3

* Andlises referem-se as amostras analisadas, aos isolados de virus latentes mencionados, com
base em RT-PCR em conexdo com os iniciadores e condicdes de reagdo utilizados; **
concentragdo de ribavirina ndo utilizada com estes acessos.

Concentracbes de 5 e 7,5 ng/ml do agente antiviral foram comparadas com
10 pg/ml nas cultivares Royal Gala (M053), Cripps Pink (M075), Castel Gala (M193)
e Fuji Select (M184) (Tabela 4). O ASGV foi removido apés 30 dias de tratamento
com ribavirina em 100% das plantas das cvs. Royal Gala e Cripps Pink em todos os
tratamentos e repeticbes, demonstrando-se que o ASGV pode ser eliminado em
menor tempo com concentrag6es de ribavirina menores que as utilizadas por James
et al. (1997). Por outro lado, chama a atencgéo a persisténcia dos trés virus em parte
das cvs. Fuji Select e Castel Gala, ambas com infec¢des mistas apos 60 dias de
tratamento com ribavirina. A infeccdo de ASPV da cv. Fuji Select foi eliminada em
66-75% das plantas somente apds 60 dias de tratamento com ribavirina. A
eliminacdo de ACLSV, ASGV e ASPV na cv. Castel Gala atingiu 66%. As alteracdes
morfoldgicas e escaldadura de folhas e caules observados anteriormente ndo se
repetiram. E plausivel que certas cultivares de maca ou seus clones, em certas
condi¢Bes, sejam mais afetados pela ribavirina. Quecini et al. (2008) demonstraram
um efeito negativo da ribavirina no crescimento de protoplastos. Relevante no
presente estudo foi o carater transitorio do dano ocorrido no material.

Num terceiro experimento, comparou-se 1 pg/ml com 5 e 10 pg/ml de
ribavirina, um controle ndo tratado e 0 mesmo cronograma do experimento anterior
com andlise de RT-PCR realizada aos 60 dias de tratamento com ribavirina. Foi
demonstrado que ocorreu eliminagdo de virus em tratamentos com 1 pg/ml de



Produg&o de material basico livre de virus para viveiros de macieiras 191

ribavirina. Parte das plantas deste experimento ainda encontra-se in vitro, sem
avaliacdo de sanidade. O material ja aclimatado e analisado consiste de plantas
livres da infecgéo original das cultivares Castel Gala (20 de 22 plantas aclimatadas),
Fuji Select (7 de 8), Royal Gala (7 de 17) e Cripps Pink (0 de 4). Estas analises
preliminares ndo permitem observar uma correlacé@o entre concentragdo de ribavirina
e eficacia de eliminacdo de virus. Em algumas amostras os virus originalmente
presentes nas plantas das cvs. Fuji Select e Royal Gala ndo foram amplificados a
partir dos controles ndo tratados (concentra¢é@o 0 pg/ml de ribavirina).

Este fato pode ser resultado do efeito chamado “diluicdo”, produzido pelo
vigoroso desenvolvimento das plantulas in vitro, levando a rapida emissdo de
brotagBes novas. Essas brota¢cdes novas podem desencadear morte celular por
senescéncia nas brotagbes velhas mais infectadas por virus, reduzindo assim a
concentragdo do patdgeno na planta e dificultando sua deteccdo em determinado
momento. Knapp et al. (1995) observaram que o titulo de Plum pox virus em folhas
jovens de damascos submetidos a termoterapia in vitro era quase negativo,
enquanto folhas velhas mostravam reacdo positiva. Esses mesmos autores
avaliaram macieiras originalmente infectadas por ASGV e ACLSV apés termoterapia
e observaram alta porcentagem de valores de absorbancia de ASGV proximos dos
controles negativos, i.é, apenas no limiar de deteccdo. Surpreendentemente, quando
analisadas seis meses apds o tratamento, as mesmas plantas estavam positivas.
Considerando-se o curto espaco de tempo necessario para o reestabelecimento da
infeccdo viral apos terapias de eliminagédo é plausivel que estas tenham produzido
somente uma reducdo do agente patogénico abaixo do limiar de detecgdo. Dai a
necessidade de se avaliar 0 status sanitario destas plantas por um longo periodo
apos procedimentos de eliminacéo de virus (JAMES, 2001).

As cultivares Maxi Gala, acessos M163/180, Galaxy, acesso M181, Fuji
More, acesso M182 e Mishima, acesso M185, todas originarias de Vacaria, RS,
infectadas, respectivamente, com ASGV, ACLSV+ASPV, ASPV e ACLSV+ASPV
foram estabelecidas in vitro e estdo prontas para inicio quimioterapia in vitro.

Propagacdo de porta-enxertos. Como resultado dos intentos de
desenvolver um método de enraizamento visando uma rapida propaga¢do do M9
observou-se no experimento-piloto que maior concentracdo do regulador de
crescimento (1000 ppm) induziu maior nimero de raizes em estacas lenhosas de
M9, comparativamente com as concentra¢des 100 e 500 ppm, indicando que testes
posteriores podem incorporar concentracdes mais elevadas de IBA para o
enraizamento. Os resultados preliminares indicam que, apesar do uso de estacas
desuniformes em espessura e comprimento, estas retém a capacidade de resposta a
aplicacdo do hormdnio e que experimentos posteriores, empregando material com
didmetro uniforme, podem oferecer melhor condicdo de enraizamento do porta-
enxerto.

3.3. Avaliagdo de Sanidade

Tanto a indexagem biolégica como a RT-PCR revelaram-se instrumentos
excelentes de avaliagdo de sanidade. Ambos os métodos tiveram suas deficiéncias e
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vantagens. A indexagem biolégica com a substituicdo de algumas indicadoras (R12
por M. platycarpa e Virginia Crab por M. micromalus, MM) ainda requereu meses,
mas j& pdde ser realizada em cerca de um ano e meio com avalia¢des de primavera
da reacdo de indicadoras. A associacdo de ambos métodos conferiu maior
seguranga aos resultados. Todos os materiais obtidos foram submetidos aos dois
testes. E relevante que estas plantas, como matrizes de fruteiras em geral, sejam
regularmente analisadas. A RT-PCR é um teste muito sensivel, mas passivel de
produzir reacdes inespecificas, ou podem ocorrer, como demonstrado anteriormente
(SILVA et al., 2008), falsos negativos por falta de pareamento adequado dos
iniciadores de PCR, resultante de diferengas moleculares entre os isolados virais.
Por esta razdo, no caso de material pré-basico deste estudo foi feita a avaliagdo com
os dois métodos.

Recomenda-se que ocorra uma analise dos materiais obtidos a cada dois
anos para detectar virus cuja concentragdo, apés tratamentos de remocéo de virus
(termo-/quimioterapia), tenha sido reduzida abaixo do nivel de deteccdo (falsos
negativos) ou eventuais infeccBes de material recontaminado na manipulacao,
podas e corte de material propagativo.

Os resultados das analises e indexagens dos termonumeros obtidos na
tltima fase do projeto demonstraram que alguns TNs das cvs. Fuji More, Fuji
Suprema, Fuji Standard, Imperial Gala, Royal Gala e Galaxy estavam livres de virus
latentes da macieira e de ApMV. Os dados constantes da Tabela 5 demonstram a
relevancia e a necessidade da indexagem biol6gica e das anélises moleculares ap6s
os tratamentos de remocdo de virus. E comum que uma porcentagem maior ou
menor dos TNs esteja contaminada com uma infeccdo residual, quando havia uma
infeccdo na planta original.

Tabela 5: Avaliagdo de sanidade por RT-PCR e/ou indexagem biolégica em
indicadoras lenhosas de plantas obtidas de termoterapia in vivo

(Outubro/2011)
Plantas Infeccéo residual * ;
Cultivares/Acessos Sadias/Plantas § Origem do
avaliadas ACLSV ASGV ASPV ApMy  acesso
Fuji Suprema M095 3/8 - + - Epagri, SC
Fuji standard vérios 17/25 + + + - Vacaria, RS
Imperial Gala M059 2/4 + + - - Vacaria, RS
Royal Gala 1/6 + + + - Vacaria, RS
Cripps Pink M075 0/4 + + + - Vacaria, RS
Maxi Gala 0/1** - + - - Vacaria, RS
Fuji More 6/7 - - + - Vacaria, RS
Galaxy 6/8 + - + - Vacaria, RS
Mishima 0/0** - - - - Vacaria, RS

* Andlises referem-se as amostras analisadas, aos isolados de virus latentes mencionados e
a ApMV, com base em RT-PCR em conexao com os iniciadores e condi¢bes de reagéo
utilizados e/ou a indexagem biol6gica; ** morte de plantas.

A avaliacdo de sanidade via indexagem bioldégica e RT-PCR revelou a
presencga de ACLSV assintomatico em dois clones do porta-enxerto Maruba, que, ao
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contrario dos “isolados tipo” de ACLSV, assim como isolado de ASGV ja descrito na
regido sul do Brasil (NICKEL et al., 1999), ndo induz a tipica formacao de cancro do
Maruba e ndo leva Malus prunifolia var. ringo ao declinio. O isolado chamado
“Maruba” é latente nessa cultivar. Ambos isolados de ACLSV podem coexistir
naturalmente em plantas de pomares (YANASE, 1974). Em Maxi Gala (M163/180)
foi detectado o ASGV por indexagem biolégica em Malus micromalus GMAL 273.a,
infec¢@o ndo revelada anteriormente por RT-PCR.

3.4. Estabelecimento de lote de material pré-bésico livre de virus

Como previsto, estabeleceu-se na Embrapa um lote de materiais pré-basicos
que estdo sendo propagados em escala para fornecer material propagativo para
formacéo de matrizes borbulheiras. A Tabela 6 engloba 186 plantas “livres de virus”
stricto sensu, incluindo propagacdes de TNs, sem identificar os diversos
termonumeros e meristemas que as originaram.

Tabela 6: Material pré-basico de cultivares de copas e porta-enxertos em campo,
Embrapa Uva e Vinho (Outubro/2011)

. Processo de Namero de .
Cultivar/Acesso Obtencao* plantas Origem do acesso
Copas
Fuji Suprema M095 ME 27 Epagri, SC
Fuji Standard M057-58-78 ME/TN 30 Embrapa, Epagri
Royal Gala ME 17 Epagri, Lages
Imperial Gala M059 TN 4 Vacaria, RS
Porta-enxertos
M9, M072, MO70 TN 33 Embrapa, Epagri
M7, M097 ME 23 Vacaria, RS
M26, M076 TN 1 Vacaria, RS
M106, M102 TN 1 Vacaria, RS
Maruba, Varios acessos ME 50 Embrapa, Epagri
*TN, termonumero; ME, meristema; esta denominagao informa sobre o processo de obtencéo

da planta.

As observagdes ao longo deste trabalho demonstraram que existem outros
aspectos relevantes da relagdo virus vs. planta pouco considerados. Plantas
infectadas com virus foram avaliadas quanto ao seu desempenho produtivo, a
gualidade dos frutos e quanto a sua relagdo com patégenos fungicos, causadores de
manchas foliares e podrides em frutos. Algumas constatacdes desses estudos,
embora preliminares, merecem atencdo e eventualmente uma abordagem
aprofundada em experimento especifico.

As infec¢bes virais, nestes estudos, foram responsaveis por reduzir o
tamanho dos frutos, aumentar a incidéncia de podriddes de frutos durante a
armazenagem em camaras frias e aumentar a suscetibilidade a certas infec¢des
fungicas. Estudos em frutos de macieiras cv. Maxi Gala infectadas
experimentalmente com virus demonstram que estes tém menor firmeza ap6s dois
meses de armazenagem, em decorréncia do aumento da abertura de lenticelas e da
transpiracdo em frutos de plantas virosadas (GUERRA, 2007). Estes dados
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permitem deduzir que a vida de prateleira de frutos de plantas virosadas também
pode ser afetada. Entretanto as cultivares podem ter reagfes distintas que tém que
ser avaliadas especificamente.

Um estudo, conduzido na Embrapa em cooperagdo com a UFRGS, em
macieiras jovens da cv. Maxi Gala avaliou o efeito da infecgdo prévia de Apple stem
grooving virus (ASGV) de Apple stem pitting virus (ASPV) sobre infecgdes
subsequentes por Colletotrichum gloeosporioides, agente da “mancha foliar da Gala”
ou “mancha foliar de Glomerella”, principal doenga de verdo da macieira. As plantas
infectadas por ASGV-ASPV foram inoculadas com C. gloeosporioides. em camaras
com temperatura e umidade monitoradas. Os dados submetidos a uma analise
estatistica revelaram um estimulo significativo da infeccdo de virus sobre a
porcentagem de folhas infectadas (incidéncia) e sobre o nimero de manchas de C.
gloeosporioides por folha (severidade) comparativamente aos controles sem virus. O
estudo demonstra que ocorre uma acelera¢do do ciclo bioldgico da Glomerella em
plantas virosadas. Plantas com ASGV-ASPV criam condic¢des favoraveis ao fungo a
ponto de reduzir o seu periodo de incubacéo, causando assim maior dano as
plantas. O estudo revelou também que, nas plantas infectadas com virus, foram
necessarias 69,5 horas apo6s a inoculagdo com o fungo para se atingir 50% de
incidéncia em plantas de Maxi Gala com ASGV-ASPV, enquanto nas plantas livres
desses virus este valor foi de 80,5 horas (GUERRA et al., 2007a). Conclui-se que as
infeccdo virais promoveram uma aceleracdo da infeccdo flngica. Estes dados séo
relevantes, uma vez que podem afetar o custo da producao, a eficacia e o impacto
ambiental das medidas de controle quimico (GUERRA et al., 2011, no prelo).

Na presenca de Cryptosporiopsis perennans, infecgfes virais, principalmente
por virus latentes, aumentaram a suscetibilidade dos frutos a podriddo “olho de boi”
ap6s armazenagem em camaras frias, enquanto o virus do mosaico da macieira
afetou menos esta relacdo (GUERRA et al., 2007b).

Em experimentos de campo, avaliados entre 2004 e 2009, observou-se uma
tendéncia a menor producdo média de plantas virosadas na comparacdo com as
testemunhas sadias nos calibres maiores (71-75, 67-70 e 56-66 mm)
respectivamente 32%, 55% e 78%, enquanto a producao média de frutos de calibre
< 55 mm de didmetro, dos tratamentos virosados, superou a producdo das
testemunhas sadias em 24%. Portanto, a produgéo de plantas infectadas por virus
foi menor com maior porcentagem de frutos de menor valor comercial (NICKEL et
al., 2008).

4. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES FINAIS

v" Os objetivos do projeto de obter materiais livres de virus de copas e porta-
enxertos de macieiras de relevancia comercial foram alcancados. Tanto de
copas como de porta-enxertos foram obtidos materiais de sanidade superior
gue devem passar por um processo de propagacao massal. A quimioterapia
revelou-se um método eficiente para obtencdo de materiais de superior
qualidade fitossanitaria comparativamente a termoterapia in vivo, que
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apresentou tanto um alto grau de mortalidade como de infec¢des residuais.
Dada a longa duragdo da eliminagéo de virus, observa-se um descompasso
entre os produtos obtidos desde o inicio do projeto e aqueles atualmente
mais demandados. Entretanto as cultivares com maior potencial comercial e
demanda atual para plantio como Maxi Gala, Galaxy Fuji More, Fuji Select e
Mishima ja estdo em tratamento. Considerando-se a utilizagdo de métodos
de eliminacdo de maior eficiéncia e métodos de indexagem mais rapida, o
tempo de obtencdo desses materiais livres dos virus abordados neste
projeto, podera ser substancialmente reduzido.

v" Uma moderna pomicultura de precisdo passa pelo estudo detalhado de
limitantes bidticos e abidticos da producao, refinando progressivamente o
conhecimento sobre o “funcionamento” da macieira e de suas relagbes com
agentes patogénicos. Neste contexto 0s virus e agentes similares tém papel
de destaque.

v' Os resultados aqui alcangados com a obtengdo de clones livres de virus
latentes e ApMV séo relevantes para uma nova postura face a questao do
material propagativo. E relevante seguir uma etapa de propagacéo massal
do material obtido, continuar regularmente a avaliagdo de sanidade nos
préximos anos, no minimo a cada dois anos nos lotes de material pré-
bésico e estabelecer os materiais sadios isoladamente em lotes especificos.
E importante criar um grupo de trabalho do setor que avalie regularmente a
fidelidade varietal do material produzido pelos métodos aqui descritos e
aporte ao programa de novas cultivares consideradas relevantes para a
pomicultura nacional.

v A mudanca de consciéncia ambiental e dos danos causados por doengas
virais aos pomares nos paises tecnologicamente avangados tornou 0 uso
de plantas livres de virus um procedimento-padrdo na implantacdo de
pomares. A recente legislacdo brasileira vai ao encontro dessa exigéncia.
Isto é, especialmente o caso de métodos de producgéo integrada, producéo
organica ou producdo de base agroecoldgica. Os efeitos fisioldgicos
causados por infecgdes virais sdo tdo abrangentes que necessariamente
guestionam sistemas de producdo modernos enquanto os pomares forem
implantados com material infectado por virus. Assim, a pomicultura
moderna requer plantas certificadas livres de virus, oriundas de
borbulheiras livres de virus, enxertadas em porta-enxertos livres de virus.
Isto é um pré-requisito de rentabilidade e sustentabilidade ambiental. E
muito provavel que frutos produzidos num sistema equilibrado com material
propagativo sadio, livre de virus tenham cada vez maior aceitacdo pelo
publico consumidor tanto no mercado nacional como no internacional.
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