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Introdução

Com produção de 1,26 milhão de toneladas de 
maçãs em 2015, o Brasil ocupa posição de destaque 
entre os maiores produtores do mundo. Os três 
estados do sul detêm 98,9 % da área plantada 
e 99,3 % da produção nacional (IBGE, 2016), 
envolvendo cerca de 3.000 produtores (MAPA, 
2013).

Como planta exótica de clima temperado, a macieira 
enfrenta consideráveis problemas de adaptação 
ao clima tropical e subtropical. Entre estes fatores 
adversos destacam-se os invernos amenos para 
Malus spp., a insuficiência e a irregularidade de 
horas-frio, necessárias para uma brotação intensa 
e uniforme da macieira. Diante desta constatação, 
adquirem relevância fatores que possam afetar 
negativamente o potencial de produção e adaptação, 
entre os quais destacam-se as infecções virais. 

As mais relevantes e frequentes espécies de 
vírus em macieiras são Apple stem grooving virus 
(ASGV), Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV) e 
Apple stem pitting virus (ASPV), todos, geralmente 

latentes em cultivares comerciais. Uma quarta 
espécie viral, Apple mosaic virus (ApMV), ocorre 
com menor frequência em macieiras. Copas de 
plantas infectadas por ASGV em viveiros podem 
ser fracas e menos vigorosas que as sadias. ASPV 
pode causar incompatibilidade na enxertia. ApMV 
causa degradação de pomares e a frutificação pode 
ser severamente afetada. Na produção de plantas 
infectadas predominam frutos de menor calibre 
(NICKEL et al., 2008; CIEŚLIŃSKA; RUTKOWSKI, 
2008) e, portanto, de menor valor comercial. 
Inúmeros impactos e efeitos negativos não são 
reconhecíveis ou não são mensuráveis visualmente 
(HADIDI; BARBA, 2011; GUERRA et al., 2012). 

O controle eficiente dos vírus que afetam macieiras 
representa um dos principais desafios para o 
desenvolvimento de medidas eficazes e práticas de 
sanidade vegetal. Como se desconhecem vetores 
destes vírus, o uso de material de plantio sadio, 
livre de vírus, é uma das formas mais eficientes de 
controle.

Entre os procedimentos de eliminação de vírus 
(PEVs) mais utilizados na produção de material 
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sadio, destacam-se a termoterapia, a quimioterapia 
e o cultivo de meristemas in vitro. Termoterapia 
é o método mais frequentemente utilizado em 
PEV para limpeza de material propagativo de 
macieiras. O cultivo de meristemas, isoladamente, 
é a forma menos utilizada de eliminação de vírus 
de plantas (PANATTONI et al., 2013). Entretanto a 
associação entre quimioterapia e o cultivo de tecidos 
meristemáticos é o procedimento mais utilizado em 
pesquisa científica sobre limpeza clonal. Um estudo 
cobrindo publicações do período 1991-2010 sobre 
técnicas antivirais usadas na limpeza de plantas 
lenhosas e herbáceas constatou que 73,3% e 26,7% 
dos trabalhos publicados usaram, respectivamente, 
a termoterapia e a quimioterapia para eliminação 
de vírus. Somente 34% dos estudos com ribavirina 
foram feitos com plantas lenhosas; a videira foi a 
principal hospedeira lenhosa (11,3%), seguida de 
macieiras e ameixeiras (7,5%) (PANATTONI et al., 
2013). Numerosos estudos relatam aumento da 
eficácia da eliminação de vírus latentes de macieiras 
e pereiras e outras fruteiras quando a cultura de 
tecidos é associada à termoterapia ou quimioterapia 
(KNAPP et al., 1995b; WANG et al., 2006; LASSOIS 
et al., 2013). Mais recentemente a crioterapia 
desponta como instrumento altamente eficaz de 
eliminação de vírus de plantas, cuja eficácia também 
aumenta quando associada à termoterapia, inclusive 
de agentes virais de difícil remoção pelos métodos 
tradicionais já mencionados (WANG et al., 2008; 
BARBA et al., 2015).

Destacam-se entre as substâncias mais utilizadas 
em quimioterapia de vírus de plantas, como agentes 
antivirais, os flavonóides, substâncias naturais 
muito disseminadas no reino vegetal, a exemplo 
de glicirrizina, quercetina, morina e outras, com 
atividade contra uma série de vírus animais como 
Herpes simplex virus, vírus da poliomielite e vírus 
da pseudoraiva. Em plantas, vários flavonóides 
foram relatados como inibidores do Tobacco mosaic 
virus, Potato virus X e Tomato ringspot virus. 
Outras substâncias antivirais que apresentaram 
potencial terapêutico contra vírus de plantas são 
os análogos de bases nitrogenadas como ribavirina, 
dioxiexaidrotriazina (DHT), desidroxipropiladenina 
(DHPA) e outras. Moléculas derivadas da estrutura 
da ribavirina com significativa ação antiviral 
pertencem aos inibidores de desidrogenase 
de monofosfato de inosina (inglês: inosine 
monophosphate dehydrogenase, IMPDH), hidrolase 

de S-adenosilomocisteina (SAH) e neuraminidase 
(NA) (PANATTONI et al., 2013) em células animais. 

A ribavirina, como análogo, ou precursor das bases 
hidrogenadas adenina e guanina, dependendo da 
sua mutarrotação, assemelha-se à adenosina e/
ou guanosina. Ela pertence ao grupo de inibidores 
da IMPDH em mamíferos. Por esta razão, quando 
incorporada ao RNA (ou DNA), pareia-se igualmente 
bem com uracila ou citosina. O acúmulo destas 
mutações ou hipermutações pode levar à inativação 
do RNA viral. Resumidamente, entre outras funções, 
a enzima IMPDH age no caminho metabólico da 
produção de mono-, di- e trifosfato de guanosina. 
A presença de seu inibidor (ribavirina) reduz o 
complexo intracelular de guanosina, bloqueando, 
assim, a síntese do RNA viral (PARKER, 2005). 
Em plantas, conjetura-se que a ribavirina atue por 
mecanismo relacionado à replicação viral. Isto, 
entretanto, afeta também o metabolismo da planta 
e contribui para explicar os conhecidos efeitos 
citotóxicos/fitotóxicos da ribavirina, já observados 
por vários autores (CIEŚLIŃSKA, 2002; PUPOLA et 
al., 2009; HU et al., 2015). Ao reduzir fortemente 
a replicação e induzir ao erro-catástrofe por 
acúmulo de mutações no genoma viral, a ribavirina 
pode tornar-se tóxica para as células vegetais por 
outro mecanismo (PARKER, 2005). A utilização 
da ribavirina na remoção de ASGV e ACLSV de 
macieiras foi relatada por vários autores. 

O objetivo deste estudo foi aplicar protocolos 
já estabelecidos de eliminação de vírus por 
quimioterapia in vitro, comparativamente a sua 
associação com o cultivo de meristemas e avaliar 
sua eficácia na limpeza de vírus latentes de 
cultivares comerciais de macieiras de relevância 
econômica no Brasil.

Material e Métodos

Cultivares de macieiras e vírus. Foram estabelecidos 
cultivos in vitro a partir de explantes constituídos 
de internós das cultivares Royal Gala acesso M053, 
Cripps Pink M075, Castel Gala M193 e Fuji Select 
M184 com 3 infecções virais (ASGV, ACLSV e 
ASPV); cultivares Royal Gala M073 e Cripps Pink 
M080 com 2 infecções virais (ASPV e ACLSV). 
As infecções originais foram detectadas por RT-
PCR, qRT-PCR, IC-RT-PCR, Western blot e/ou por 
indexagem biológica recorrente.  
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Quimioterapia e cultivo in vitro de tecidos. Os 
tratamentos constituíram-se de 1. excisão e cultivo 
de meristemas em meio MS (suplementado com 
1 mg.L-1 de benzilamino-purina (BAP), 30 g.L-1 de 
sacarose e 6 g.L-1 de ágar) (MURASHIGE; SKOOG, 
1962);  2. Cultivo em meio MS com ribavirina 
(1; 5; 7,5 e 10 µg.mL-1) e 3. cultivo em meio MS 
com ribavirina seguido de remoção de meristemas. 
Condições de cultivo: fotoperíodo de 16:8 h e 
temperatura de 22 ºC ± 3 ºC nos três tratamentos, 
em experimentos independentes, por períodos de 
30 a 90 dias de tratamento (dtr) com três a quatro 
repetições por tratamento, repicagem para meio 
com ribavirina fresco a cada 30 dias de cultivo, 
transferência para meio de desintoxicação (sem 
ribavirina) por 30 dias, enraizamento in vitro e 

aclimatação em casa de vegetação com adaptação 
gradativa em ambiente com alta umidade relativa 
do ar (Figura 1). O termo “livre de vírus” será usado 
no âmbito dos vírus para os quais as plantas foram 
testadas, sendo restrito aos tecidos analisados. As 
porcentagens de plantas sadias obtidas de cada 
cultivar são determinadas pela menor porcentagem 
de materiais obtidos livres de cada um dos três vírus 
latentes.

RT-PCR, RT-qPCR e IC-RT-PCR. Nas análises de 
plantas submetidas a eliminação de vírus foram 
usados protocolos, iniciadores e insumos já relatados 
anteriormente (NICKEL; FAJARDO, 2014; 2016; 
NICKEL et al., 2001; RADAELLI et al., 2006; SILVA 
et al., 2008). 
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Figura 1. Representação esquemática do procedimento de eliminação de vírus por 

cultivo de meristemas e do cultivo de segmentos caulinares (Composição gráfica: 

Luciana Mendonça Prado) 

  

Fig. 1. Representação esquemática do procedimento de eliminação de vírus por cultivo de meristemas e do cultivo de segmentos caulinares
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Resultados e Discussão

Todas plantas regeneradas de meristemas excisados 
de plantas sem tratamento prévio das cvs. Royal 
Gala M073 e Cripps Pink M080 permaneceram 
infectadas por ACLSV, enquanto somente duas 
plantas (M1 e M2) de quatro repetições (50%) 
regeneradas de meristemas de Cripps Pink estavam 
livres de ASPV (Figura 2 A e B). A ineficácia e 
erraticidade da eliminação de vírus de plantas 
lenhosas pelo cultivo de meristemas sem pré-
tratamento é uma observação recorrente e está 
em consonância com outros relatos. Ela pode 
ser influenciada pela espécie/cultivar, pelo vírus 
envolvido e pelas características de invasão do 
tecido pelo vírus (WANG et al., 2008; PUPOLA et 
al., 2009). A persistência do ACLSV em meristemas 
surpreende. Segundo KNAPP et al. (1995a) o padrão 
de distribuição do ACLSV indicaria que o mesmo não 
tem habilidade para invadir células meristemáticas. 
Outros relatos sugerem que a maioria dos vírus 
e viroides são incapazes de penetrar em tecidos 
meristemáticos (HULL, 2002; GOSALVES-BERNAL 
et al., 2006). Entretanto, há consistentes relatos 

de que alguns vírus conseguem invadir meristemas 
(WANG et al., 2008). Mais recentemente o 
fenômeno da ausência de vírus em tecidos com 
alta atividade de divisão celular tem sido atribuído 
não a um bloqueio físico determinado, entre outros 
fatores, pela ausência de vascularização nos tecidos 
meristemáticos, mas sobretudo à supressão da 
replicação viral pela reação de silenciamento de RNA 
do sistema de defesa do hospedeiro. Na perspectiva 
destes estudos, a invasão do meristema decorreria 
do desligamento do sistema de defesa pelo supressor 
de silenciamento de RNA do vírus invasor (MARTIN-
HERNANDES; BAULCOMBE, 2008; SCHWACH et 
al., 2005). 

O conhecimento de algumas características dos 
meristemas e do seu cultivo facilita a compreensão 
destes resultados. Ápices caulinares são estruturas 
anatômicas que consistem de meristemas de 
brotações axilares (laterais) ou do ápice caulinar 
(apicais) de cerca de 1 a 1,5 mm de tamanho com 
1 a 4 primórdios foliares (WANG et al., 2008) 
(Figura 3). As células mais jovens do meristema 
não são vascularizadas e por esta razão, geralmente 

Fig. 3. Representação esquemática de um meristema apical. 

Fig. 2. Análise eletroforética de produtos de RT-PCR de plantas regeneradas de meristemas.  A) ACLSV; B) ASPV. M,  marcador de massa 

molecular (lambda/PstI); C-, controle negativo livre de vírus; M1-4: meristema; O, controle positivo, planta original infectada, cultivada nas 

mesmas condições in vitro; setas indicam reações positivas.
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Figura 2. Análise eletroforética de produtos de RT-PCR de plantas regeneradas de 

meristemas. A) ACLSV; B) ASPV. M: marcador de massa molecular (lambda/PstI), 

C-, controle negativo livre de vírus, M1-4: meristema, O, controle positivo, planta 

original infectada, cultivada nas mesmas condições in vitro. (setas indicam 

reações positivas). 
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Figura 3.  Representação esquemática de um meristema apical. (composição 

gráfica: Luciana Mendonça Prado). 

  

Ilu
st

ra
çã

o:
 L

uc
ia

na
 M

en
do

nç
a 

Pr
ad

o.

Fo
to

: 
R
os

an
e 

G
ia

co
m

in
i.



5Eliminação de vírus latentes de macieiras por quimioterapia e cultivo de meristemas in vitro

(e teoricamente), consideradas até então, livres 
de vírus, bactérias, fitoplasmas e outros parasitas 
obrigatórios (WANG; VALKONEN, 2009). Há, 
entretanto, numerosos relatos da presença de vírus 
em meristemas apicais, como mencionado acima. 

A cultura de meristemas tem limitações na 
eliminação de vírus especialmente nos casos de 
vírus cuja eliminação é difícil devido à eficiente 
invasão pelo vírus de primórdios foliares e de todos 
os tecidos meristemáticos, exceto as células menos 
diferenciadas (WANG et al., 2008). A eliminação do 
patógeno é inversamente proporcional ao tamanho 
do tecido excisado, enquanto existe uma correlação 
positiva entre sua capacidade de regeneração e o 
tamanho do meristema (WANG et al., 2008; WANG; 
VALKONEN, 2009). Obter plantas livres de vírus 
de um meristema excisado, portanto, representa 
o desafio de cortar com extrema precisão, sob o 
estereomicroscópio, e remover o mais diminuto 
fragmento possível de tecido – segundo diversos 
autores algo entre 1 e 1,5 mm e 0,2 e 0,4 mm 
(TAN et al., 2010; WANG et al., 2006; WANG; 
VALKONEN 2009; PANATTONI et al., 2013) - e 
de garantir sua sobrevivência e regeneração. As 
chances de crescimento de um pedaço tão pequeno 
de tecido são geralmente pequenas, de forma que 
junto com o meristema corta-se também 1 ou 2 
primórdios foliares. Com isto, estes ápices que 
atingem cerca de 1 mm de comprimento, têm 
mais chances de desenvolvimento, mas menor 
probabilidade de estarem livres de vírus, daí que 
a erradicação de patógenos é mais eficaz com 
meristemas menores (WANG; VALKONEN, 2009). 
O cultivo de meristemas apicais se mostra bastante 
eficaz e representa uma excelente alternativa 
para remoção de vírus de espécies vegetais muito 
sensíveis a altas temperaturas como espécies de 
pequenas frutas. As baixas taxas de regeneração 
e de eliminação de vírus via cultivo de meristemas 
em várias espécies ajudam a explicar o seu uso, 
geralmente, em associação com outro método 
de eliminação de vírus, principalmente com a 
termoterapia (PANNATONI et al., 2013). O esquema 
contido na Figura 1 descreve as etapas da excisão e 
do cultivo de meristemas in vitro. 

Quando, neste estudo, meristemas foram extraídos 
de plântulas das cvs. Royal Gala M073 e Cripps Pink 
M080 oriundas de segmentos de caules cultivados 
em meio MS com 10 µg.mL-1 ribavirina por 90 

dias (dtr), todas as plantas regeneradas estavam 
livres de vírus. Na sequência, plantas das mesmas 
cultivares/clones foram tratadas exclusivamente com 
10 µg.mL-1 ribavirina por 90 dias, suprimindo-se o 
trabalhoso e longo processo de remoção e cultivo de 
meristemas. Não se observou diferença de eficácia 
da eliminação de vírus entre os dois procedimentos, 
estando, após o tratamento exclusivamente com 
ribavirina, todas plantas igualmente livres de vírus 
(Figuras 4 A e B). CIEŚLIŃSKA (2002) relataram 
que uma associação da quimioterapia por ribavirina 
com a termoterapia não foi superior ao efeito da 
quimioterapia isoladamente. Entretanto, a associação 
da ribavirina a outro agente antiviral pode aumentar 
a eficácia de eliminação de vírus, quando seu efeito, 
isoladamente, não é suficiente para a remoção do(s) 
vírus (JAMES et al., 1997).

A cultivar Cripps Pink foi afetada pelo efeito 
fitotóxico da ribavirina a 10 µg.mL-1 com sintomas 
tipo escaldadura (Figura 5). Após a transferência 
para meio de desintoxicação as plantas se 
recuperaram e não apresentavam anormalidade 
na passagem para a aclimatação. Outros autores 
também relataram efeitos fitotóxicos da ribavirina em 
Malus sp., entretanto, em concentração superior a 
50 µg.mL-1 (CIEŚLIŃSKA , 2002; PAUNOVIC et al., 
2007; PUPOLA et al., 2009). 

Na continuação, avaliou-se o efeito da redução da 
concentração de ribavirina no meio de cultivo como 
também a redução do tempo de tratamento sobre a 
eliminação de vírus. Observou-se que um tratamento 
com 10 µg.mL-1 por 30 dias foi ineficaz, tendo 
removido somente 33% das infecções de ACLSV 
e ASPV da cv. Cripps Pink M075; a cv. Royal Gala 
M053 continuou infectada pelo ASGV. 
Em outro experimento, entretanto, tratamentos com 
5, 7,5 e 10 µg.mL-1 de ribavirina por 30 dias tiveram 
uma eficácia de eliminação de ASGV de 100% em 
qualquer das concentrações utilizadas de ribavirina 
nas cultivares Royal Gala M053 e Cripps Pink M075 
e de ASPV na cv. Fuji Select. Na cv. Castel Gala, 
persistiam aos 30 dtr as infecções originais de 
ACLSV e ASPV. Com 60 dtr as infecções de ACLSV 
e ASPV foram removidas da cv. Castel Gala em 
88,8%, indicando que esta duração de tratamento é 
um parâmetro com razoável margem de segurança 
para a eliminação de vírus latentes destas cultivares 
de macieiras (NICKEL et al., 2010). 
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Há relatos controversos quanto à facilidade de 
eliminação de ACLSV e ASPV vs ASGV. Enquanto 
PAPRSTEIN et al. (2013) relatam maior resistência 
à remoção de ASPV do que de ASGV da cv. 
Fragance pela ribavirina (100 µg.mL-1), HU et al., 
(2015) reportam ter sido mais fácil remover ASPV 
que ASGV e ACLSV da cv. Xinhongjiangjun com 
ribavirina (15 a 25 µg.mL-1). Estas observações 
parecem indicar que o genótipo pode ser 
determinante da maior ou menor recalcitrância do 
agente viral. Adicionalmente, ACLSV e ASGV se 
distribuem desigualmente nos mesmos tecidos da 
macieira in vitro: enquanto o ACLSV se acumula em 
caules basais e diminui em direção à região apical, 
o ASGV acumula-se em regiões apicais de plântulas 
de macieiras in vitro (KNAPP et al., 1995a), o que 
pode explicar a maior dificuldade de eliminação 
deste último. Esses mesmos autores relataram 
que a porcentagem de eliminação de ASGV foi 
maior quando o mesmo foi erradicado de infecções 
mistas com ACLSV, comparativamente à situação 
quando o ASGV ocorre em infecções simples. Esta 
observação poderia explicar a remoção do ASGV das 
cvs. Royal Gala e Cripps Pink. Apesar de o ACLSV 
ser, geralmente, considerado de mais fácil remoção 
em macieiras, alguns autores observaram que sua 
eliminação de pereiras exige tratamentos mais 
longos, seguidos de cultivo de meristemas de menor 
tamanho (WANG et al., 2006).

Tratamentos com ribavirina, por 60 dias, levaram à 
obtenção de plantas livres das infecções originais 
nas cvs. Royal Gala M053, Cripps Pink M080, 
Castel Gala M193 e Fuji Select M184. Os dados 
obtidos na sequência imediata do PEV, demonstram 
que, independentemente do vírus em questão, 
um gradiente da eficácia de eliminação de vírus 
paralelamente ao aumento da concentração 
da ribavirina de 1 a 10 µg.mL-1 ocorreu só 
pontualmente: na cv. Cripps Pink M080, a eficácia 
de eliminação de ACLSV aumentou de 25 % para 
50 % e 100 %, enquanto nas outras cultivares 
houve uma queda da eliminação nas concentrações 
acima de 5 µg.mL-1. Em Castel Gala M193 houve 
queda da eficácia de eliminação dos três vírus nas 
concentrações acima de 5 µg.mL-1. A eliminação 
de ASGV e ASPV na cultivar Fuji Select M184 
atingiu 100% a partir 1 µg.mL-1; a eliminação do 
ASGV da cv. Royal Gala M053 foi total a partir 
de 5 µg.mL-1 e acima desta concentração não se 
observou efeito adicional na eliminação de vírus 
(Tabela 1). A significativa perda de plantas por morte 
em diversos tratamentos na aclimatação provocou 
desuniformidade dos dados que inviabilizou a análise 
estatística.

Estes resultados são comparáveis em termos de 
eficácia de eliminação de vírus aos obtidos por 
outros  autores,  que,  entretanto,  usaram 

Cultivar / Vírus
ACLSV ASGV ASPV

Ribavirina µg.mL-1 Ribavirina µg.mL-1 Ribavirina µg.mL-1

1 5 7,5 10 1 5 7,5 10 1 5 7,5 10

Castel Gala 3/4** 4/4 3/4 2/4 2/4 3/4 3/4 2/4 3/4 4/4 2/4 2/4

Cripps Pink M080 1/4 2/4 * 4/4 * * * * 3/4 3/4 * 3/4

Cripps Pink M075 * * * * * 4/4 4/4 4/4 * * * *

Royal Gala M053 * * * * 3/4 4/4 4/4 4/4 * * * *

Fuji Select M184 4/4 4/4 * 3/4 4/4 4/4 * 4/4 4/4 4/4 * 4/4

Porcentagem média/
concentração

66,6 83,3 75 75 75 93,7 91,6 87,5 83,3 91,6 50 75

Porcentagem média/
vírus

74,9 86,9 74,9

Tabela 1. Avaliação da eliminação de vírus após a quimioterapia por RT-PCR. Números de plantas livres das infecções virais 

originais vs. plantas tratadas, por vírus e concentração do agente antiviral.

* Análises de RT-PCR não realizadas.  ** nº de plantas com RT-PCR negativa para os vírus indicados/nº de plantas tratadas. 
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concentrações substancialmente mais altas de 
ribavirina (CIEŚLIŃSKA, 2002). JAMES et al. (1997) 
relataram que ocorreu eliminação completa de ASGV 
de macieiras tratadas por 9 a 12 semanas com 10 
µg.mL-1de ribavirina, somente quando esta esteve 
associada a quercetina, uma substância fenólica. 
Conclui-se que, como observado por outros autores 
(PAPRSTEIN et al., 2013; HU et al., 2015) a 
eficácia da eliminação de vírus depende do processo 
complexo da interação entre  genótipo vegetal, o(s) 
vírus presentes e a concentração do agente antiviral. 

Material obtido por qualquer método de eliminação 
de vírus deve ser monitorado quanto a sua sanidade 
em face de possíveis infecções residuais. Os  
dados deste estudo indicam que os resultados de 
análises de plantas recém removidas do meio de 
cultivo in vitro ao final do PEV podem ser alterados 
substancialmente quando a avaliação de sanidade 
é realizada após períodos de cultivo in vivo. Os 
resultados da avaliação de sanidade imediatamente 
após o PEV podem ser mascarados pela supressão 
do título viral abaixo do nível de detecção em plantas 
in vitro. Isto pode decorrer do “efeito diluição” em 
que poucas partículas virais persistem em uma 
massa muito pequena de tecido vegetal após o 
tratamento, aumentando a probabilidade de que 
sejam perdidas durante o procedimento de extração 
de ácidos nucléicos, resultando em falsos-negativos 
na RT-PCR. A (re-)invasão do(s) vírus nos tecidos 
tratados pode se estender por longos períodos até 
que a sua concentração seja novamente detectável, 
especialmente em sistemas sorológicos e biológicos 
de detecção (KNAPP et al., 1995b). Assim, para 
uma avaliação de sanidade, é necessária a definição 
criteriosa do lapso de tempo transcorrido entre 
o tratamento e a análise ou indexagem (JAMES, 
2010). Na cultivar Fuji Select o ASGV foi novamente 
detectado 6 anos após a conclusão do tratamento 
em 2010, quando os resultados das análises foram 
negativos. 

A ocorrência de infecções residuais pode ser 
observada nos resultados obtidos com as quatro 
cultivares estudadas. Várias plantas da cultivar 
Cripps Pink submetidas a cultivo de meristemas 
precedido de quimioterapia estavam livres dos três 
vírus latentes na sequência imediata do PEV. A 
análise por RT-PCR de algumas plantas continuou 
negativa para ASGV um ano após o tratamento, mas 
estava novamente positiva para ACLSV e ASPV. 

De dezesseis plantas aclimatadas da cv. Cripps Pink 
M075, oito plantas sobreviveram à aclimatação e 
somente duas (25 %) plantas se revelaram livres 
de ASGV seis anos após o tratamento (dados não 
mostrados). 

Na cultivar Royal Gala M053, de um total de 17 
plantas regeneradas de vários tratamentos de 
quimioterapia e analizadas, em quatro (23,5 %),  
dezesseis (93,3 %) e quinze plantas (87,5 %), 
respectivamente, a eliminação dos três vírus  ASGV, 
ACLSV e ASPV foi confirmada seis anos após 
o tratamento (Tabela 2). A presença residual do 
ASGV na cultivar Royal Gala atingiu concentrações 
detectáveis no primeiro ano após o tratamento 
em treze (76,5 %) das plantas e manteve-se 
estável por seis anos, enquanto na cv. Castel Gala 
ASGV e ACLSV residuais foram diagnosticados, 
respectivamente em 6 (37,5) e 10 (62,5 %) das 
plantas tratadas, seis anos após o tratamento. Esses 
(falsos-) negativos nos resultados de 2010, são 
reações perfeitas de RT-PCR na imediata sequência 
do tratamento de eliminação de vírus, determinados, 
provavelmente, por baixa concentração de ASGV e 
ACLSV nos tecidos tratados in vitro (KNAPP et al., 
1995b) e perda de RNA total durante a purificação, 
que afetam a detecção do vírus  (Tabela 2). 

Em plantas da cv. Royal Gala M073, com RT-PCR 
100% negativa para ACLSV e ASPV no momento 
da aclimatação, os dois vírus foram novamente 
detectados em todas as plantas tratadas um ano 
após o duplo tratamento por quimioterapia e cultivo 
de meristemas.

O tratamento com ribavirina teve maior eficácia 
quanto à eliminação de vírus nas cultivares Castel 
Gala M193 e Fuji Select M184. Na avaliação 
de longo prazo, seis anos após o tratamento, 
considerando-se todos os tratamentos realizados, 
quatro (37,5 %), oito (88,8 %) e 3 (23,5 %) das 
plantas sobreviventes de Castel Gala, Fuji Select 
e Royal Gala, respectivamente, estavam livres dos 
três vírus latentes; as plantas restantes estavam 
ainda contaminadas com um ou mais vírus. Embora 
um grau considerável de estabilidade da eliminação 
de vírus nestas duas cultivares se anunciava nos 
resultados das análises em 2014, ainda em 2016 
seis anos após o tratamento, foram detectadas 
infecções residuais de ASGV e ACLSV, em plantas 
da cv. Castel Gala com diagnóstico negativo após 
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o tratamento em 2010, 2011 e 2014. Diferenças 
de taxas de êxito da eliminação de vírus deste e de 
outros estudos podem ser atribuídas ao fator cultivar, 
à especificidade dos isolados virais e a determinantes 
experimentais (CIEŚLIŃSKA , 2002). HU et al. 
(2015) observaram com a cv. Xinhongjiangjun uma 
taxa média de eliminação de 94,1 %, 84,8 % e 
83 % respectivamente para ASPV, ACLSV e ASGV 
utilizando 15 e 25 µg.mL-1, enquanto neste estudo as 
taxas médias (de 1 a 10 µg.mL-1) de eliminação por 
vírus foram, respectivamente, de 79,3, 73,5 e 62 %, 
seis anos após o tratamento.   

Vários autores observaram que a dificuldade de 
eliminação de um vírus pode estar associada às 
características do vírus e do genótipo da espécie, 
cultivar ou clone (PUPOLA et al., 2009). O grau 
de resistência/suscetibilidade de uma cultivar 
ou um clone a determinado vírus pode também 
ser determinante do sucesso ou da ineficácia da 
eliminação do patógeno. Assim, HAUPTMANOVÁ e 
POLÁK (2011) relataram que o efeito de uma mesma 
concentração de ribavirina na eliminação de Plum 
pox virus de ameixeiras foi reduzido em até 30 % 
em cultivares suscetíveis, comparativamente às 
resistentes. 

Nas cultivares avaliadas observou-se que a partir de 
dois anos após o PEV por quimioterapia, o estado 
sanitário viral havia-se estabilizado na maioria 
das plantas analizadas. A grande sensibilidade 
de métodos de detecção molecular de vírus 
podem encurtar substancialmente estes limites 
para avaliação de material de PEVs. É necessário 
acompanhar regularmente o estado sanitário de 
plantas matrizes destinadas à produção de material 
propagativo independentemente do método de 
eliminação de vírus pelo qual elas tenham sido 
obtidas (JAMES, 2010).

O êxito da eliminação de vírus, como exposto, pode 
variar fortemente, dependendo da espécie vegetal, 
cultivar ou clone utilizado do patógeno, do tipo de 
infecção, do tipo do tecido infectado, das condições, 
intrínsecas e específicas do método usado e de 
cada experimento. No presente estudo foram 
obtidas 3 (23,5 %), 4 (37,5 %) e 8 plantas (88,8 
%) (dados não mostrados), respectivamente, das 
cultivares Royal Gala, Castel Gala e Fuji Select livres 
de infecções virais originais por tratamento com 
ribavirina.

Cultivar

ASGV ACLSV ASPV
Ano da análise Ano da análise Ano da análise

2010 2011 2014
2015 2016 2010 2011/

2014 2016 2010 2011 2014 2016

Castel Gala 
M193

16/81,2* 16/81,2 ** 16/62,5 16/100 18/77,7 16/37,5 16/71,4 16/71,4 16/71,4 16/61,1

Fuji Select 
M184

16/100 ** 9/100 9/100 16/100 9/88,8 9/88,8 16/100 9/88,8 9/88,8 9/88,8

Royal Gala 
M053

16/94,1 16/23,5 16/23,5 17/23,5 16/100 15/100 17/94,1 16/100 17/94,1 17/91,6 17/88,2

Porcentagem 
média/vírus

91,8 62 100 73,5 90,5 79,3

  

Tabela 2. Plantas  livres  de  vírus  oriundas  de  distintos  tratamentos  de  quimioterapia  seis anos após  o  tratamento de 

eliminação de vírus.

* Número de plantas tratadas e aclimatadas com êxito oriundas de tratamentos com ribavirina/porcentagem de plantas livres 
das infecções virais originais;  O número de análises variou entre os vírus analisados por ano.  **Análises  de  RT-PCR  não 
realizadas.  
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Conclusões

Tratamentos com ribavirina têm uma eficácia 
significativa contra vírus latentes de macieiras que 
aumenta a segurança da eliminação de vírus. O 
procedimento é simples e prescinde do trabalhoso e 
demorado cultivo de meristemas. 
Os procedimentos de eliminação de vírus (PEVs) 
quando não eliminam o(s) vírus totalmente, podem 

provocar uma supressão da concentração do 
patógeno a níveis não detectáveis na sequência 
imediata do tratamento.  
A avaliação de sanidade deve ocorrer após a 
aclimatação em casa de vegetação. É necessário o 
monitoramento de longo prazo de plantas matrizes, 
obtidas por este processo, destinadas à produção de 
material propagativo a fim de garantir sua sanidade.

Fig. 4. Análise eletroforética de produtos de RT-PCR de plantas tratadas por 12 semanas com ribavirina. A) ACLSV; B) ASPV. M, marcador 

de massa molecular (lambda/PstI); C-, controle negativo livre de vírus; C+, controle positivo, planta original infectada, cultivada nas mes-

mas condições in vitro; R, repetições; setas indicam reações positivas.

Fig. 5. Efeitos fitotóxicos tipo escaldadura (parte das folhas com coloração marron) em plantas da cultivar Cripps Pink  após 12 semanas 

de cultivo na presença de ribavirina (10 µg.mL-1).
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