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Fotos: Silvio A. M. Alves.

Introducao

Com aproximadamente 1,26 milhao de toneladas o
Brasil ocupa posicao de destaque entre os lideres da
producao mundial de macas (IBGE, 2016). Doencas
transmissiveis pela enxertia, como os virus, afetam
combinacdes sensiveis de copa e porta-enxerto. As
macieiras (Malus domestica Borkh.) sao infectadas
por um grande nimero de virus e agentes similares.
As fontes de material propagativo em viveiros
brasileiros e pomares comerciais estao geralmente
infectadas por um ou mais virus tais como: Apple
stem grooving virus (ASGV), Apple stem pitting virus
(ASPV) e Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV)
(familia Betaflexiviridae) (NICKEL et al., 2001).

Plantas infectadas por virus sofrem diversas
alteracoes ultra-estruturais, fisiolégicas e/ou
metabdlicas durante o desenrolar da infeccao e do
desenvolvimento da doenca (FAJARDO et al., 2004)
provocando aumento de suscetibilidade a doencas
fungicas (GUERRA et al., 2012; LIU et al., 2006) e
aumentando as perdas de producdo (CIESLINSKA;
RUTKOWSKI, 2008; HADIDI; BARBA, 2011) e
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podem também provocar aumento de suscetibilidade
a doencas fungicas (GUERRA et al., 2012; LIU et
al., 2006). Efeitos virais em macieiras sugerem um
conjunto de interacdes similares aquelas verificadas
em outras hospedeiras (WHITHAM et al., 2003).
Existe, entretanto, pouca informacao a respeito

do impacto de diferentes infeccOes virais latentes
sobre aspectos epidemioldgicos da mancha foliar

de Glomerella (MFG) (Glomerella leaf spot, GLS) em
macieiras.

Macieiras cv. Maxi Gala, extensivamente plantadas
no Brasil, sdo altamente sensiveis a MFG. Esta
doenca fungica é causada por espécies do género
Colletotrichum, do qual C. gloesporioides é a
espécie predominante nas condicdes climaticas
do sul do Brasil. O inéculo primério da epidemia
sobrevive ao inverno em ramos, gemas dormentes
(CRUSIUS et al., 2002) e em folhas caidas ao
solo (HAMADA, 2013). Similarmente a outros
patossistemas em que Colletotrichum spp. causa
manchas foliares, os eventos iniciais da infeccao
ocorrem em menos de 48 horas apds a deposicao
dos conidios fungicos na superficie foliar. Durante
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este periodo, os conidios germinam, formam
apressoérios e desenvolvem as hifas de penetracao
(ARAUJO; STADNIK, 2011). Como uma doenca
tipicamente policiclica, em que ciclos sucessivos
de MFG ocorrem durante a estacao vegetativa da
macieira, a MFG causa perdas significativas em
cultivares suscetiveis como Royal Gala, Golden
Delicious, Belgolden, Granny Smith e Pink Lady,
enquanto cultivares do grupo Delicious, como as
Fuji possuem resisténcia completa, monogénica e
recessiva ao fungo (FURLAN, et al., 2010). Niveis
variaveis de suscetibilidade a MFG em gendétipos
suscetiveis nao sao facilmente reconheciveis em
campo. Entretanto sob condi¢cdes controladas eles
se expressam na forma de diferencas mensuraveis
entre varidveis epidemiolégicas (GUERRA et al.,
2012). Considerando algumas das infeccdes virais
que mais frequentemente ocorrem em macieiras, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de
infeccoes simples e multiplas de virus latentes no
desenvolvimento da MFG na cultivar Maxi Gala sob
condicOes controladas.

Material e Métodos

As plantas de ‘Maxi Gala’ livres de ASGV, ACLSV e
ASPV foram selecionadas para o experimento apds
indexagem biolégica e andlises por RT-PCR. Estacas
dessa origem de "Maxi Gala“ foram enxertadas

em plantulas de sementes de crescimento uniforme
(5 a 8 mm de didmetro). A inoculacao de virus

foi realizada com duas borbulhas por planta,
removidas de plantas-fonte de inéculo previamente
indexadas. A caracterizacao dos in6culos presentes
em plantas inoculadas foi realizada por RT-PCR.
Acidos nucléicos totais foram extraidos de casca

de ramos por adsorcao a particulas de 6xido de
silicio (ROTT & JELKMANN, 2001), iniciadores e
condi¢cOes de termociclagem foram usados como
descrito anteriormente (NICKEL et al., 1999; 2001;
MENZEL et al., 2002; RADAELLI et al., 2006; SILVA
et al., 2008). Os indculos virais foram analisados
também por testes biolégicos em plantas indicadoras
(NICKEL; FAJARDO, 2009).

Os tratamentos consistiram de controles sadios,
plantas livres de virus latentes (1), e plantas
inoculadas com inéculos (borbulhas infectadas)

de ASPV (2), ASPV + ASGV (3) e ASPV +
ASGV + ACLSV (4). Apple mosaic virus, um outro

virus que ocorre com certa frequéncia em macieiras,
nao foi detectado no material experimental

usado neste estudo. Seis plantas em cada
tratamento foram inoculadas com Colletotrichum
gloeosporioides, isolado CGF1, da colecao de
isolados fungicos da Embrapa Uva e Vinho. O
patégeno foi cultivado em placas de Petri por 7-10
dias a 22 °C sob luz continua. No final do cultivo

do fungo, dgua esterilizada foi adicionada a cada
placa e os conidios foram removidos por meio de
pincel. A suspensao de conidios foi filtrada através
de gaze e sua concentracdo foi ajustada para 10°
conidios/mL usando um contador de células. As
plantas foram mantidas por um periodo de 24 horas
antes e 48 horas apds a inoculacdo em uma sala
climatizada a temperatura constante de 22 °C e
umidade relativa do ar ao redor de 95 %. O tempo
de incubacao antes da inoculacao teve o objetivo de
aclimatar as plantas as condicOes experimentais e
favorecer o éxito da inoculacao. O equipamento de
controle da umidade relativa do ar foi desligado 48
horas apds a inoculacdo para evitar a ocorréncia de
um ciclo adicional de desenvolvimento do patdégeno.
Durante todo o periodo de avaliacdo as plantas
foram mantidas em umidade relativa do ar de 60%.
Avaliacoes da incidéncia de infeccao (nimero

de lesdes por folha) e da severidade da doenca
(porcentagem de area foliar afetada pela doenca)
foram realizadas 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12 e 13 dias
apés a inoculacao (d.a.i.). Para as avaliacoes, cinco
folhas das mais jovens e completamente abertas de
cada planta inoculada foram fotografadas sem serem
arrancadas da planta. Consequentemente, todas as
avaliacdes posteriores foram realizadas em fotos das
mesmas folhas.

Dados sobre a frequéncia de infeccao e da
severidade da doenca foram obtidos analisando-se as
fotos na tela de um computador, respectivamente,
por contagem direta de lesGes e uso de uma escala
diagramatica (KOWATA et al., 2010).

Para os dados temporais (nimero de lesdes e
severidade), modelos monomoleculares e lineares,
gue usualmente descrevem o desenvolvimento

de processos monociclicos, foram ajustados para
cada curva de progresso da doenca usando-se
regressao linear para os valores do nimero de lesdes
transformados ao modelo e valores de severidade
versus o tempo. A escolha do modelo foi baseada
em graficos dos parametros residuais e estatisticos
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(MADDEN et al., 2007). Trés parametros foram O modelo monomolecular adaptou-se a descricao do
comparados para cada tratamento: inéculo inicial progresso do nimero de lesGes de MFG (R>= 0,95
(Y ), taxa aparente de infeccéo (r) e nimero maximo a 0,99), enquanto o modelo linear descreveu melhor
de lesdes ou severidade (Y, ). Com base no modelo o progresso da severidade da doenca (R?= 0,90 a
que mais se adaptou a curva de progresso da 0,99) (Tabela 1, Figura 1). A taxa de crescimento
doenca, o tempo para alcancar 50 % de incidéncia (r,) do numero de lesées da MFG em plantas

de doenga (z,,), nimero de lesdes, foi calculado, o infectadas por virus foi 4,1 a 16,9 vezes mais alta
que é indicativo do tempo de incubacao (MADDEN et que nos controles nao infectados.

al., 2007). Enquanto valores de Y, que expressam o nimero

maximo estimado de lesGes variaram de 7,6 a
Resultados e Discussao 14,3 lesdes por folha em todos os tratamentos, os

Tabela 1. Parametros estimados e coeficiente de variacao (R?) com dados de numero de lesdes por folha e severidade
da mancha foliar de Glomerella em plantas infectadas por virus e plantas-controle de macieiras sadias, ajustados para os
modelos monomolecular e linear.

Tratamento/virus Y, r Y t R?
Ndmero de lesdes

ASPV -33,56 0,43 9,21 5,2 0,99

ASPV + ASGV -45,28 0,53 7,56 4,9 0,95

ASPV + ASGV + ACLSV -3,46 0,13 14,32 7.1 0,95

Controles sadios -1,23 0,03 11,83 25,0 0,97
Severidade

ASPV -1,77 0,97 - - 0,97

ASPV + ASGV -4,21 1,24 - - 0,92

ASPV + ASGV + ACLSV -2,31 1,09 - - 0,99

Controles sadios -1,99 0,48 - - 0,90

'Taxa aparente de crescimento, r,, para nimero de lesdes e r, para dados de severidade; os parametros Y, e t,, ndo sdo passiveis de

serem estimados no modelo linear.
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Fig. 1. Curvas de progresso da doenca e os respectivos modelos ajustados de MFG, nimero de lesdes (A) e severidade de MFG (B) em

plantas cv. Maxi Gala infectadas e ndo infectadas por virus em condicdes controladas.



valores do periodo de incubacéo (t,,) apresentaram
diferencas significativas entre plantas infectadas e
os controles sadios. Nestes ultimos os valores de 7,
foram 3,5 a 5,1 vezes mais altos que nas plantas
infectadas. Também o aumento da severidade da
MFG foi mais rapido em plantas infectadas por virus.
A taxa aparente do crescimento da severidade (r)
da doenca em plantas infectadas por virus foi mais
de quatro vezes superior aquela dos controles nao
infectados.

Os dados finais de severidade aos 13 d.a.i. reforcam
a hipétese de que a colonizacao das plantas pelo
fungo foi mais rapida em plantas infectadas por
virus (Figura 2). O progresso da doenca (nimero

de lesdes/folha) perdeu velocidade e tendeu a uma
estabilizacao a partir do 10° dia. Por outro lado,

a severidade da doenca continuou a aumentar.
Portanto, pode-se inferir que o progresso apés o

10° dia foi acompanhado de aumento do tamanho

e coalescimento das lesdes. O coalescimento de
lesGes é muito comum para essa doenca quando a
severidade ultrapassa 10 %, como bem representado
pela escala diagraméatica de Kowata et al. (2010).

O numero maior de lesdes no final do periodo

Fotos: Silvio A. M. Alves.
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de avaliacdo em plantas infectadas por virus é
indicativo de que a reacao do sistema de defesa
sofreu inibicao durante o processo de infeccao por

C. gloeosporioides. Este fato estd em acordo com a
observacao de que, durante o processo de infeccao e
colonizacao, os fungos necessitam superar barreiras
estruturais e de resposta bioguimica do sistema de
defesa de plantas hospedeiras (VAN LOON, 1997).

Adicionalmente, o rapido aparecimento de sintomas
da doenca em macieiras da cv. Maxi Gala infectadas
por virus, que significa uma reducao do periodo

de incubacao do patégeno (Figura 3), é uma
evidéncia de que as infeccOes virais favoreceram o
desenvolvimento do fungo durante a colonizacao

da planta. LIU et al. (2006) demonstraram que a
infeccao de Barley yellow dwarf virus favoreceu a
colonizacao por Fusarium graminearum de uma
cultivar de trigo moderadamente resistente pela
inducao de uma reducao da camada de material
depositado pela planta para reforco da parede celular
chamado papila (“papillae” ou “cell wall apposition”)
no local do ataque pelo fungo.

Foi observado que o aumento de lesdes e da
severidade da doenca de MFG ocorreu sob condicdes
desfavoraveis a novas infeccdes. O aparecimento

C

Fig. 2. Sintomas da Mancha Foliar da Gala (MFG) em folhas de macieira cv. Maxi Gala infectadas com Apple chlorotic leaf spot virus

(CL), Apple stem pitting virus (SP) e Apple stem grooving virus (SG). (B., C., e D.). A. controle sadio, planta sem virus; B. CL+ SP + SG;

C. SP+SG; D. SP. Figura apresenta uma de 5 folhas inoculadas em cada tratamento, 13 dias apds a inoculacdo com G. cingulata, fungo

causador da MFG.

Fotos: Silvio A. M. Alves.

A

Fig. 3. Reducéo do periodo de incubacdo da Mancha Foliar de Glomerela (MFG) por infeccdes com Apple chlorotic leaf spot virus (CL),

B

Apple stem pitting virus (SP) e Apple stem grooving virus (SG) em macieira cv. Maxi Gala. Figura apresenta uma de 5 folhas inoculadas em

cada tratamento : A. Planta sem virus. B. Planta infectada com CL+SP + SG, com sintomas de MFG na primeira avaliacdo, 4 dias apds a

inoculacdo com Glomerella cingulata.
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de novas lesdes tardias pode ser explicado pela
capacidade de C. gloeosporioides de invadir a
hospedeira e estabelecer com éxito uma infeccao
latente com restrita colonizacdo. Estima-se que estas
infeccoes latentes podem retomar o desenvolvimento
em consequéncia da debilitacdo do tecido foliar com
a progressao da doenca.

O aparecimento de novas lesdes até 13 d.a.i. era
inesperado. Como o inéculo produzido nas primeiras
lesGes nao encontrou as necessarias condicoes
ambientais de germinacao e penetracao, para a qual
é imprescindivel a presenca de agua, ele nao pode
ter sido a fonte de infeccdes posteriores.

A funcdo monomolecular, que é adequada para

a anadlise de doencas que apresentam um rapido
crescimento, seguido de estabilizacao, demonstrou
bom ajuste aos dados de crescimento do nimero
de lesdes. Este tipo de crescimento ocorre sob
condicoes controladas, sob as quais a doenca tem
somente um periodo inicial favoravel para o seu
desenvolvimento (BASSANEZI et al., 1998). Em
condicoes de campo, sendo policiclica, a doenca
desenvolve-se diferentemente, usando conidios
formados por lesdes iniciais para o estabelecimento
de novas infeccoes.

A observacao de que novas lesdes podem
desenvolver-se a partir de infeccdes estabelecidas
ocorridas muito antes da adocao de medidas de
protecao tem grande relevancia para a andlise e
interpretacao de dados de monitoramento de MFG

e o desenvolvimento de estratégias de controle.
Uma consequéncia provavel do aumento da
suscetibilidade a MFG em macieiras infectadas por
virus pode ser a necessidade de um maior nimero de
aplicacoes de fungicidas para o controle da MFG em
certas cultivares.

InfeccdOes virais podem, portanto, agir na contra-mao
de modernas estratégias de controle de doencas
desenhadas para reduzir o impacto ambiental da
producao de plantas. Assim como no presente
estudo, aumento de suscetibilidade a “requeima da
folha do milho” causada pelo fungo Bipolaris maydis
foi relatado em milho infectado por Sugarcane
mosaic virus e Mayze dwarf mosaic virus (MEYER

& PATAKI, 2010). Similarmente, a presenca da
infeccao de Bean pod mottle virus aumentou a
infeccao de sementes por Phomopsis longicolla,
induzindo maturacao retardada de grdos de soja

(SOTO-ARIAS & MUNKVOLD, 2011).

Mais recentemente os mecanismos subjacentes a
expressdo de sintomas foram associados com a
regulacao, inducao ou repressao de genes de defesa
em consequéncia da infeccdo por patégenos em
muitas espécies de plantas infectadas por virus
(CHEN et al., 2014; ALFENAS-ZERBINI et al., 2009).
Reacdes de defesa incluem a formacao de deposicao
de papilas na parede celular que limita o crescimento
dos haustoérios (LIU et al., 2006), aumento da sintese
de proteinas relacionadas a patogénese (VAN
LOON, 1997) e aumento do acumulo de compostos
fendlicos que bloqueiam o desenvolvimento dos
fungos (ARAUJO et al., 2011), entre outros efeitos.
ESPINOZA et al. (2007) relatam que apds a infeccao
de Grapevine leafroll-associated virus 3 muitos genes
que codificam compostos associados as membranas
celulares e envolvidos com funcdes de transporte,
como monossacarideos e outros transportadores,
foram ativados.

Dados produzidos por este estudo mostram que os
virus Apple chlorotic leaf spot virus, Apple stem
pitting virus e Apple stem grooving virus, usados
como in6culo para infectar plantas da macieira cv.
Maxi Gala encurtaram significativamente o periodo
de incubacéo (t,,) da mancha foliar de Glomerella
em 3,5 a 5,1 vezes comparativamente aos controles
sadios. As duas taxas estimadas de crescimento

da MFG (r), baseadas em severidade e nimero de
lesdes, revelaram aumento da suscetibilidade em
plantas infectadas por virus relativamente as plantas
sadias. Isto se traduz em significativa pré-disposicao
de plantas infectadas ao estabelecimento e mais
rapido desenvolvimento da epidemia da MFG em
macieiras deste grupo de variedades.

Conclusao

Infeccoes do virus Apple stem pitting virus,
individualmente ou em associacdao com o Apple
stem grooving virus e Apple chlorotic leaf spot
virus, favorecem substancialmente o crescimento
e desenvolvimento do fungo patogénico C.
gloeosporioides em macieiras cv. Maxi Gala.
Observa-se aceleracdo da epidemia da MFG
nesta cultivar, reduzindo significativamente o
periodo de incubacao da doenca, e aumentando a
suscetibilidade das plantas ao fungo.
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