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INTRODUCAO

Os virus constituem um grupo importante de pragas de plantas, sendo causadores de doencas
extremamente danosas para a agricultura. Esses virus podem estar associados as sementes e aos
materiais de propagacao vegetativa, introduzidos no pais, sendo um risco potencial para a
agricultura brasileira. A dificuldade de deteccao, identificacdo e posterior erradicacdo destes
organismos, torna o principio da prevencao da doenca, através da exclusao da praga,
extremamente importante. Para tal, o Laboratério de Quarentena, da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Unidade de Virologia, analisa todo o germoplasma introduzido no pais,

garantindo a integridade fitossanitaria do mesmo.
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LABORATORIO DE QUARENTENA
Em maio de 1977, a Portaria N° 224, do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) autorizou a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen) a executar o intercambio e a
quarentena de germoplasma vegetal
destinado a pesquisa. Em 2002 o
Laboratério de Quarentena Vegetal do
Cenargen foi credenciado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) como Estacao Quarentenaria Nivel 1
(Estacdo quarentendria com capacidade de
detectar e identificar pragas quarentenarias

em nivel de espécie e que dispée de

UNIDADE DE VIROLOGIA

A Unidade de Virologia destina-se a
deteccao e identificacdo de virus, virdides e
fitoplasmas em germoplasma vegetal
importado.

De maneira geral, o diagnéstico dessas
pragas € baseado em: 1. Detecgéao do
agente patogénico por enxertia ou
inoculacdo mecéanica de plantas indicadoras
(métodos bioldgicos); 2. Colocacao em
evidéncia de moléculas imunogénicas
sintetizadas pelo agente patogénico
(métodos imunoldgicos); 3. Revelacao da
seqgliéncia de acidos nucléicos especificos ao
genoma do agente patogénico (métodos
moleculares) (MARINHO, 2001).

Vérios métodos sao utilizados na deteccao e
na identificacao de virus, dependendo do

material vegetal recebido.

instalacées adequadas e especialistas
renomados nas areas de virologia,
acarologia, nematologia, micologia,
bacteriologia, entomologia e plantas
invasoras — Portaria N° 214, Instrucao
Normativa N° 16, de 29/12/71999).

O Laboratério de Quarentena Vegetal conta
com seis Unidades de pesquisa
especializada: Acarologia, Bacteriologia,
Entomologia, Micologia, Nematologia e
Virologia. Cada unidade possui estrutura e
metodologias préprias para deteccao,
identificacdo, caracterizacao e erradicacao

dessas pragas (MARINHO et a/., 2003).

Entre os métodos mais utilizados para o
diagnéstico destacam-se:

- Plantio em quarentenario e observacao de
sintomas em plantulas: O material vegetal
recebido é estabelecido (semeado ou
plantado) em caixas com solo esterilizado e
mantidos em quarentendrio para observacao
de sintomas tipicos causados por virus em
plantulas (mosaico, deformacao foliar, super
brotamento, estrias, epinastia, mancha
anelar, clorose e/ou necrose). Caso sejam
observados alguns desses sintomas,
procede-se a coleta do material infectado
para a execucdo de testes especificos (Fig.

1).



Fig. 1: Plantio em quarentenério para observacao de sintomas em plantulas. (Foto: Vera Marinho,

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia)

Inoculacdo Mecéanica em plantas
hospedeiras: Folhas de plantulas
apresentando sintoma sao coletadas,
trituradas em tampao fosfato e o suco
distribuido sobre as folhas das plantas
indicadoras, previamente pulverizadas com
uma fina camada de carborundum. A

inoculacao é realizada com o dedo ou

cotonete. Apds a inoculacao, as plantas sao
lavadas com &gua corrente para retirar o
excesso de carborundum. Espera-se em
torno de sete dias para o aparecimento de
sintomas de lesodes locais e 14 dias para o
aparecimento de sintomas sistémicos (Fig.

2).

Fig. 2: Sintomas de lesbes locais em folhas de Chenopodium amaranticolor e sintomas sistémicos
em folhas de Chenopodium quinoa (Fotos: Fatima Batista e Vera Marinho, Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia)

Microscopia Eletronica (ME): Duas técnicas
sdo utilizadas para observar a presenca de
particulas de virus em uma planta infectada.
Séo elas: (i) “Leaf-dip” (KITAJIMA, 1965) -
Folhas mostrando sintomas de virus séo
cortadas em pequenos pedacos e colocadas
em uma gota de 1% silicotungstato de sédio
ou de acetato de uranila, substancias
utilizadas para contraste em ME. Sobre a

gota com o material triturado, coloca-se uma

telinha de cobre (especifica para ME) e
deixa-se por 2 minutos. A telinha é retirada
do liquido e, apds remover o excesso de
liquido da mesma, pode-se entdo examina-la
ao Microscopio Eletrénico. (ii) Secgdes
ultrafinas (KARNOVSKY, 1965) - Pedacos
pequenos de tecido vegetal (folhas, caule,
raizes, etc.), provenientes de plantas
infectadas, sdo fixados em 2% de

glutaraldeido/paraformaldeido em tampao



cacodilato de sédio (0.02 M, pH 7,2) por
uma noite. Ap6s lavagem do material em
tampao cacodilato, os fragmentos sao pés-
fixados em tetréxido de dsmio (1% em
tampao cacodilato 0.05 M) por 2 horas. Em
seguida, os fragmentos sado lavados com
agua destilada e colocados em acetato de
uranila (0.5% solucdo) por uma noite.
Desidratam-se os fragmentos em acetona
50, 70, 90% (uma vez) e 100% (3 vezes).

No passo seguinte, o material é colocado em

uma mistura de resina/acetona (1:1) por 4
horas e em resina pura por uma noite. A
polimerizacao é feita em um molde de
silicone a 70° C por 72 horas. Seccgoes
ultrafinas (50 nm) sao realizadas utilizando-
se ultramicrétomo e coradas com acetato de
uranila (3%) por 20 minutos e em citrato de
chumbo por 10 minutos. As seccodes

ultrafinas sdo montadas em telinha de cobre

e observadas ao microscépio eletrénico (Fig.

3).

Fig. 3: Micrografias eletrénicas de particulas de virus alongados e esféricos e de inclusdes
causadas por potyvirus. (Foto: Vera Marinho, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia)

Sorologia: O teste imunoldégico utilizado para
identificacdo do virus associado ao sintoma
observado é o DAS-ELISA (SALAZAR,
1982). Nesse teste, o material com sintoma
(antigeno) é triturado em presenca do
tampao de extracdo e conservado em
geladeira antes do uso. Nos orificios de uma
placa de poliestireno (préprias para o teste
de ELISA), é colocado o IgG especifico
(antissoro) para o virus a ser testado e
incuba-se a placa por 3 horas a 37°C. Apés
esse tempo, a placa é lavada 4 vezes, com
espaco de 3 minutos entre cada lavagem,
com tampao PBS, sdo colocados nos

orificios da placa as amostras a serem

testadas (antigeno) e a mesma é mantida em
geladeira (4°C) por uma noite. Repete-se
aqui a lavagem da placa e os orificios sao
cobertos com uma solucao de conjugado
(anticorpo + enzima) e a placa incubada de
3 a 4 horas a 37°C ou a temperatura
ambiente por 5 horas. Repete-se aqui mais
uma lavagem da placa, adiciona-se o
substrato da enzima em cada orificio e a
placa é deixada a temperatura ambiente.
Depois de 1 hora, é realizada uma primeira
leitura do resultado. A intensidade da
coloracao da reacao é proporcional a

concentracao de virus na amostra (Fig. 4 ).



Fig. 4: Placa de ELISA mostrando reacao positiva (orificios amarelos). (Foto: Vera Marinho,

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia)

PCR:

Suspeitando-se (através dos sintomas e
levantamento bibliogréafico) do virus que esta
infectando o material vegetal a analisado,
extrai-se o DNA ou RNA total (a maioria dos
virus de plantas possui RNA como éacido
nucléico) e utiliza -se esse acido nucléico
como modelo para a reacao PCR, com
“primers” especificos para o virus a ser
detectado. Quando a seqiéncia a ser
detectada é constituida de RNA, como é o

caso da grande maioria dos virus de plantas,

a reacdo PCR deve ser precedida de uma
transcricao inversa do RNA viral (RT) em
DNA complementar (cDNA). O ciclo,
compreendendo as etapas de desnaturacao,
hibridizacdo e alongamento, é repetido de 30
a 60 vezes. Apds o término da reacdo PCR,
o produto de amplificacado é revelado em gel
de agarose 1%,corado com brometo de
etidium e observado sob luz ultra — violeta
(Fig. 5) (HADIDI et al., 1993; HALPERN &
HILLMAN, 19986).

Fig. b: Gel de agarose revelado com brometo de etidium e observado sob luz ultra - violeta,

mostrando produtos de amplificacdo apés PCR. (Foto: Vera Marinho, Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia)

INTERCEPTACAO DE VIiRUS (2004 -
2007)

Durante o periodo compreendido

entre janeiro de 2004 a julho de 2007,

foram analisados pela Unidade de Virologia),
59.317 acessos de germoplasma vegetal,
procedentes de 30 paises. Os paises que

mais enviaram germoplasma para o Brasil



foram, Estados Unidos, Argentina, México,
Peru e Chile e os produtos mais recebidos no
periodo foram, milho, trigo, soja, melao e
algodao.

Neste periodo foram detectados e
interceptados os seguintes virus no material
vegetal analisado: Soybean mosaic virus —
SMV (virus do mosaico comum da soja) (Fig.
6), em sementes de soja importadas da
Argentina e o Banana streak virus — BSV
(Fig. 7), em mudas de bananeira importadas
da Costa Rica (MARINHO & BATISTA,
2004). As metodologias de diagndéstico
utilizadas para a deteccao e identificacao do
SMV foram, plantio das sementes de soja
em quarentendrio, observacao de sintomas
em plantulas e teste de ELISA com antissoro
especifico para o virus em questao. Para as
plantulas de bananeira, utilizou-se teste de
ELISA com antissoro especifico para o BSV
e para a confirmacao do diagndstico,
utilizou-se PCR, com um par de “primers”
especifico para BSV. Os resultados foram
positivos em todos os testes realizados.

Embora os virus detectados ja estejam

presentes no Brasil, ndo é descartada a

possibilidade da presenca de novas estirpes
que podem ser mais agressivas para as
culturas em questao. No caso do BSV, por
se tratar de mudas provenientes de uma
matriz infectada, o risco ainda seria maior
pela presenca do virus em todas as plantas
quando estabelecidas no campo.

Nao existe tratamento quimico que erradique
virus do material vegetal infectado. As
sementes de soja infectadas com o SMV
foram liberadas para o destinatario com a
observacao de que as plantas deveriam ser
acompanhadas durante todo o periodo da
cultura e as plantas com sintomas
eliminadas evitando assim a disseminacao
desse virus por inseto vetor. No caso das
plantulas infectadas com o BSV, o lote foi
incinerado devido ao perigo de introducéao de
um grande nuimero de plantas infectadas
numa area ou regiao.

Como nao existe tratamento especifico para
combater viroses, a deteccao das mesmas
no material introduzido, antes de ir para o
campo, é fundamental para a prevencao e o

controle dessas pragas.

Fig. 6: Enrugamento e deformacao foliar, sintomas causados, em folhas de soja, pelo Soybean
mosaic virus — SMV (Virus do mosaico da soja) (Foto:
http://www.omafra.gov.on.ca/english/crops/pub811/4mosaic.htm)



Fig. 7: Folhas de bananeiras mostrando sintomas de estias causadas pelo Banana streak virus —
BSV (Virus da estria da bananeira), (Foto: L. Gasparotto, Embrapa Amazénia Ocidental)
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