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Introducao

Com producéo de 1,26 milhdo de toneladas de

macas em 2015, o Brasil ocupa posicao de destaque

entre os maiores produtores do mundo. Os trés
estados do sul detém 98,9 % da area plantada
e 99,3 % da producao nacional (IBGE, 2016),
envolvendo cerca de 3.000 produtores (MAPA,
2013).

Como planta exética de clima temperado, a macieira
enfrenta consideraveis problemas de adaptacao

ao clima tropical e subtropical. Entre estes fatores
adversos destacam-se os invernos amenos para
Malus spp., a insuficiéncia e a irregularidade de
horas-frio, necessdrias para uma brotacao intensa

e uniforme da macieira. Diante desta constatacao,
adquirem relevancia fatores que possam afetar

negativamente o potencial de producao e adaptacao,

entre os quais destacam-se as infeccdes virais.

As mais relevantes e frequentes espécies de

virus em macieiras sao Apple stem grooving virus
(ASGV), Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV) e
Apple stem pitting virus (ASPV), todos, geralmente
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latentes em cultivares comerciais. Uma quarta
espécie viral, Apple mosaic virus (ApMV), ocorre
com menor frequéncia 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 degradacao de pomares e a frutificacdo pode
ser severamente afetada. Na producao de plantas
infectadas predominam frutos de menor calibre
(NICKEL et al., 2008; CIESLINSKA; RUTKOWSKI,
2008) e, portanto, de menor valor comercial.
Inmeros impactos e efeitos negativos nao sao
reconheciveis ou nao sdao mensurdaveis visualmente
(HADIDI; BARBA, 2011; GUERRA et al., 2012).

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

Entre os procedimentos de eliminacao de virus
(PEVs) mais utilizados na producao de material
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sadio, destacam-se a termoterapia, a quimioterapia
e o cultivo de meristemas /n 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 eliminacao de virus

de plantas (PANATTONI et al., 2013). Entretanto a
associacao entre quimioterapia e o cultivo de tecidos
meristematicos é o procedimento mais utilizado em
pesquisa cientifica sobre limpeza clonal. Um estudo
cobrindo publicagcdes do periodo 1991-2010 sobre
técnicas antivirais usadas na limpeza de plantas
lenhosas e herbaceas constatou que 73,3% e 26,7%
dos trabalhos publicados usaram, respectivamente,
a termoterapia e a quimioterapia para eliminacao

de virus. 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
eficacia da eliminacao de virus latentes de macieiras
e pereiras e outras fruteiras quando a cultura de
tecidos é associada a 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
eliminacao de virus de plantas, cuja eficacia também
aumenta quando associada a termoterapia, inclusive
de agentes virais de dificil remocao pelos métodos
tradicionais jad mencionados (WANG et al., 2008;
BARBA et al., 2015).

Destacam-se entre as substancias mais utilizadas
em quimioterapia de virus de plantas, como agentes
antivirais, os flavondides, substancias naturais
muito disseminadas no reino vegetal, a exemplo

de glicirrizina, quercetina, morina e outras, com
atividade contra uma série de virus animais como
Herpes simplex virus, virus da poliomielite e virus
da pseudoraiva. Em plantas, varios flavondides
foram relatados como inibidores do Tobacco mosaic
virus, Potato virus X e Tomato ringspot virus.
Outras substancias antivirais que apresentaram
potencial terapéutico contra virus de plantas sao

os andlogos de bases nitrogenadas como ribavirina,
dioxiexaidrotriazina (DHT), desidroxipropiladenina
(DHPA) e outras. Moléculas derivadas da estrutura
da ribavirina com significativa acao antiviral
pertencem aos inibidores de desidrogenase

de monofosfato de inosina (inglés: inosine
monophosphate dehydrogenase, IMPDH), hidrolase

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

A ribavirina, como anélogo, ou precursor das bases
hidrogenadas adenina e guanina, dependendo da
sua mutarrotacdo, assemelha-se a adenosina e/

ou guanosina. Ela pertence ao grupo de inibidores
da IMPDH em mamiferos. Por esta razao, quando
incorporada ao RNA (ou DNA), pareia-se igualmente
bem com uracila ou citosina. O acumulo destas
mutacoes ou hipermutacdes pode levar a inativacao
do RNA viral. Resumidamente, entre outras funcoes,
a enzima IMPDH age no caminho metabélico da
producao de mono-, di- e trifosfato de guanosina.

A presenca de seu inibidor (ribavirina) reduz o
complexo intracelular de guanosina, bloqueando,
assim, a sintese do RNA viral (PARKER, 2005).

Em plantas, conjetura-se que a ribavirina atue por
mecanismo relacionado a replicacao viral. Isto,
entretanto, afeta também o metabolismo da planta
e contribui para explicar os conhecidos efeitos
citotéxicos/fitotéxicos da ribavirina, ja observados
por varios autores (CIESLINSKA, 2002; PUPOLA et
al., 2009; HU et al., 2015). Ao reduzir fortemente
a replicacao e induzir ao erro-catastrofe por
acumulo de mutacdes no genoma viral, a ribavirina
pode tornar-se toxica para as células vegetais por
outro mecanismo (PARKER, 2005). A utilizacdo

da ribavirina na remocdo de ASGV e ACLSV de
macieiras foi relatada por varios autores.

O objetivo deste estudo foi aplicar protocolos

ja estabelecidos de eliminacao de virus por
quimioterapia /n vitro, comparativamente a sua
associacao com o cultivo de meristemas e avaliar
sua eficacia na limpeza de virus latentes de
cultivares comerciais de macieiras de relevancia
econdmica no Brasil.

Material e Métodos

Cultivares de macieiras e virus. Foram estabelecidos
cultivos in vitro a partir de explantes constituidos
de internds das cultivares Royal Gala acesso M053,
Cripps Pink MO75, Castel Gala M193 e Fuji Select
M184 com 3 infeccdes virais (ASGV, ACLSV e
ASPV); cultivares Royal Gala MO73 e Cripps Pink
MO80 com 2 infeccdes virais (ASPV e ACLSV).

As infeccdes originais foram detectadas por RT-
PCR, gRT-PCR, IC-RT-PCR, Western blot e/ou por
indexagem bioldgica recorrente.
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Quimioterapia e cultivo in vitro de tecidos. Os
tratamentos constituiram-se de 1. excisao e cultivo
de meristemas em meio MS (suplementado com

1 mg.L" de benzilamino-purina (BAP), 30 g.L" de
sacarose e 6 g.L' de agar) (MURASHIGE; SKOOG,
1962); 2. Cultivo em meio MS com ribavirina
(1;5; 7,5 e 10 pg.mL™") e 3. cultivo em meio MS
com ribavirina seguido de remocao de meristemas.
Condicdes de cultivo: fotoperiodo de 16:8 h e
temperatura de 22 °C + 3 °C nos trés tratamentos,
em experimentos independentes, por periodos de
30 a 90 dias de tratamento (dtr) com trés a quatro
repeticOes por tratamento, repicagem para meio
com ribavirina fresco a cada 30 dias de cultivo,
transferéncia para meio de desintoxicacao (sem
ribavirina) por 30 dias, enraizamento /in vitro e

aclimatacdo em casa de vegetacao com adaptacao
gradativa em ambiente com alta umidade relativa

do ar (Figura 1). O termo “livre de virus” serd usado
no dmbito dos virus para os quais as plantas foram
testadas, sendo restrito aos tecidos analisados. As
porcentagens de plantas sadias obtidas de cada
cultivar sdo determinadas pela menor porcentagem
de materiais obtidos livres de cada um dos trés virus
latentes.

RT-PCR, RT-qPCR e IC-RT-PCR. Nas anélises de
plantas submetidas a eliminacao de virus foram
usados protocolos, iniciadores e insumos ja relatados
anteriormente (NICKEL; FAJARDO, 2014; 2016;
NICKEL et al., 2001; RADAELLI et al., 2006; SILVA
et al., 2008).

Luciana Mendonca Prado.
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Fig. 1. Representacdo esquemética do procedimento de eliminacdo de virus por cultivo de meristemas e do cultivo de segmentos caulinares
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Resultados e Discussao

Todas plantas regeneradas de meristemas excisados
de plantas sem tratamento prévio das cvs. Royal
Gala M0O73 e Cripps Pink MO80 permaneceram
infectadas por ACLSV, enquanto somente duas
plantas (M1 e M2) de quatro repeticdes (50%)
regeneradas de meristemas de Cripps Pink estavam
livres de ASPV (Figura 2 A e B). A ineficacia e
erraticidade da eliminacao de virus de plantas
lenhosas pelo cultivo de meristemas sem pré-
tratamento é uma observacao recorrente e esta

em consonancia com outros relatos. Ela pode

ser influenciada pela espécie/cultivar, pelo virus
envolvido e pelas caracteristicas de invasao do
tecido pelo virus (WANG et al., 2008; PUPOLA et
al., 2009). A persisténcia do ACLSV em meristemas
surpreende. Segundo KNAPP et al. (1995a) o padrao
de distribuicdo do ACLSV indicaria que o mesmo nao
tem habilidade para invadir células meristematicas.
Outros relatos sugerem que a maioria dos virus

e viroides sao incapazes de penetrar em tecidos
meristematicos (HULL, 2002; GOSALVES-BERNAL
et al., 2006). Entretanto, ha consistentes relatos
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de que alguns virus conseguem invadir meristemas
(WANG et al., 2008). Mais recentemente o
fendbmeno da auséncia de virus em tecidos com

alta atividade de divisao celular tem sido atribuido
nao a um bloqueio fisico determinado, entre outros
fatores, pela auséncia de vascularizacdo nos tecidos
meristematicos, mas sobretudo a supresséao da
replicacao viral pela reacao de silenciamento de RNA
do sistema de defesa do hospedeiro. Na perspectiva
destes estudos, a invasdao do meristema decorreria
do desligamento do sistema de defesa pelo supressor
de silenciamento de RNA do virus invasor (MARTIN-
HERNANDES; BAULCOMBE, 2008; SCHWACH et
al., 2005).

O conhecimento de algumas caracteristicas dos
meristemas e do seu cultivo facilita a compreensao
destes resultados. Apices caulinares sdo estruturas
anatdmicas que consistem de meristemas de
brotacdes axilares (laterais) ou do apice caulinar
(apicais) de cercade 1 a 1,5 mm de tamanho com

1 a 4 primérdios foliares (WANG et al., 2008)
(Figura 3). As células mais jovens do meristema
nao sao vascularizadas e por esta razao, geralmente
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Fig. 2. Andlise eletroforética de produtos de RT-PCR de plantas regeneradas de meristemas. A) ACLSV; B) ASPV. M, marcador de massa

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

mesmas condi¢des in vitro; setas indicam reacdes positivas.
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(e teoricamente), consideradas até entao, livres

de virus, bactérias, fitoplasmas e outros parasitas
obrigatérios (WANG; VALKONEN, 2009). H4,
entretanto, numerosos relatos da presenca de virus
em meristemas apicais, como mencionado acima.

A cultura de meristemas tem limitacdes na
eliminacao de virus especialmente nos casos de
virus cuja eliminacao é dificil devido a eficiente
invasao pelo virus de primérdios foliares e de todos
os tecidos meristematicos, exceto as células menos
diferenciadas (WANG et al., 2008). A eliminacao do
patégeno é inversamente proporcional ao tamanho
do tecido excisado, enquanto existe uma correlagcao
positiva entre sua capacidade de regeneracao e o
tamanho do meristema (WANG et al., 2008; WANG;
VALKONEN, 2009). Obter plantas livres de virus

de um meristema excisado, portanto, representa

o desafio de cortar com extrema precisao, sob o
estereomicroscopio, e remover o mais diminuto
fragmento possivel 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 sobrevivéncia e regeneracao. As
chances de crescimento de um pedaco tao pequeno
de tecido sdo geralmente pequenas, de forma que
junto com o meristema corta-se também 1 ou 2
primérdios foliares. Com isto, estes apices que
atingem cerca de 1T mm de comprimento, tém

mais chances de desenvolvimento, mas menor
probabilidade de estarem livres de virus, dai que

a erradicacao de patégenos é mais eficaz com
meristemas menores (WANG; VALKONEN, 2009).
O cultivo de meristemas apicais se mostra bastante
eficaz e representa uma excelente alternativa

para remocgao de virus de espécies vegetais muito
sensiveis a altas temperaturas como espécies de
pequenas frutas. As baixas taxas de regeneracao

e de eliminacdo de virus via cultivo de meristemas
em varias espécies ajudam a explicar o seu uso,
geralmente, em associacdo com outro método

de eliminacao de virus, principalmente com a
termoterapia (PANNATONI et al., 2013). O esquema
contido na Figura 1 descreve as etapas da excisao e
do cultivo de meristemas in vitro.

Quando, neste estudo, meristemas foram extraidos
de plantulas das cvs. Royal Gala MO73 e Cripps Pink
MOB8O0 oriundas de segmentos de caules cultivados
em meio MS com 10 pg.mL™ ribavirina por 90

dias (dtr), todas as plantas regeneradas estavam
livres de virus. Na sequéncia, plantas das mesmas
cultivares/clones foram tratadas exclusivamente com
10 ug.mL" ribavirina por 90 dias, suprimindo-se o
trabalhoso e longo processo de remocao e cultivo de
meristemas. Nao se observou diferenca de eficacia
da eliminacao de virus entre os dois procedimentos,
estando, apds o tratamento exclusivamente com
ribavirina, todas plantas igualmente livres de virus
(Figuras 4 A e B). CIESLINSKA (2002) relataram

que uma associacao da quimioterapia por ribavirina
com a termoterapia nao foi superior ao efeito da
quimioterapia isoladamente. Entretanto, a associagao
da ribavirina a outro agente antiviral pode aumentar
a eficacia de eliminacao de virus, quando seu efeito,
isoladamente, nao é suficiente para a remocao do(s)
virus (JAMES et al., 1997).

A cultivar Cripps Pink foi afetada pelo efeito
fitotoxico da ribavirina a 10 ug.mL' com sintomas
tipo escaldadura (Figura 5). Apds a transferéncia
para meio de desintoxicacao as plantas se
recuperaram e nao apresentavam anormalidade

na passagem para a aclimatacao. Outros autores
também relataram efeitos fitotéxicos da ribavirina em
Malus sp., entretanto, em concentracao superior a
50 pg.mL" (CIESLINSKA , 2002; PAUNOVIC et al.,
2007; PUPOLA et al., 2009).

Na continuacao, avaliou-se o efeito da reducao da
concentracao de ribavirina no meio de cultivo como
também a reducao do tempo de tratamento sobre a
eliminacao de virus. Observou-se que um tratamento
com 10 pug.mL" por 30 dias foi ineficaz, tendo
removido somente 33% das infeccoes de ACLSV

e ASPV da cv. Cripps Pink MO75; a cv. Royal Gala
MO53 continuou infectada pelo ASGV.

Em outro experimento, entretanto, tratamentos com
5, 7,5 e 10 ug.mL™" de ribavirina por 30 dias tiveram
uma eficacia de eliminacao de ASGV de 100% em
qualquer das concentracoes utilizadas de ribavirina
nas cultivares Royal Gala M0O53 e Cripps Pink MO75
e de ASPV na cv. Fuji Select. Na cv. Castel Gala,
persistiam aos 30 dtr as infeccOes originais de
ACLSV e ASPV. Com 60 dtr as infeccoes de ACLSV
e ASPV foram removidas da cv. Castel Gala em
88,8%, indicando que esta duracdo de tratamento é
um parametro com razoavel margem de seguranca
para a eliminacéo de virus latentes destas cultivares
de macieiras (NICKEL et al., 2010).
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Ha relatos controversos quanto a facilidade de
eliminacao de ACLSV e ASPV vs ASGV. Enquanto
PAPRSTEIN et al. (2013) relatam maior resisténcia
a remocdo de ASPV do que de ASGV da cv.
Fragance pela ribavirina (100 pg.mL"), HU et al.,
(2015) reportam ter sido mais facil remover ASPV
gue ASGV e ACLSV da cv. Xinhongjiangjun com
ribavirina (15 a 25 pg.mL"). Estas observacoes
parecem indicar que o gendtipo pode ser
determinante da maior ou menor recalcitrancia 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 direcao a regiao apical,
o ASGV acumula-se em regides apicais de plantulas
de macieiras in vitro (KNAPP et al., 1995a), o que
pode explicar a maior dificuldade de eliminacao
deste Ultimo. Esses mesmos autores relataram

que a porcentagem de eliminacdo de ASGYV foi
maior quando o mesmo foi erradicado de infeccoes
mistas com ACLSV, comparativamente a situacao
quando o ASGV ocorre em infeccoes simples. Esta
observacao poderia explicar a remocao do ASGV das
cvs. Royal Gala e Cripps Pink. Apesar de o ACLSV
ser, geralmente, considerado de mais facil remocéao
em macieiras, alguns autores observaram que sua
eliminacao 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 a
obtencao de plantas livres das infeccdes originais
nas cvs. Royal Gala M0O53, Cripps Pink MOS80,
Castel Gala M193 e Fuji Select M184. Os dados
obtidos na sequéncia imediata do PEV, demonstram
que, independentemente do virus em questao,

um gradiente da eficacia de eliminacéo de virus
paralelamente ao aumento da concentracao

da ribavirina de 1 a 10 ug.mL™" ocorreu s6
pontualmente: na cv. Cripps Pink M08O0, a efic4cia
de eliminacdo de ACLSV aumentou de 25 % para
50 % e 100 %, enquanto nas outras cultivares
houve uma queda da eliminacdo nas concentracoes
acima de 5 pg.mL'. Em Castel Gala M193 houve
queda da eficacia de eliminacao dos trés virus nas
concentracGes acima de 5 ug.mL'. A eliminacao

de ASGV e ASPV na cultivar Fuji Select M184
atingiu 100% a partir 1 ug.mL"; a eliminacdo do
ASGV da cv. Royal Gala MO53 foi total a partir

de 5 ug.mL" e acima desta concentracdo nao se
observou efeito adicional na eliminacéao de virus
(Tabela 1). A significativa perda de plantas por morte
em diversos tratamentos na aclimatacao provocou
desuniformidade dos dados que inviabilizou a anélise
estatistica.

Estes resultados sdo compardveis em termos de
eficacia de eliminacdo de virus aos obtidos por

outros autores, que, entretanto, usaram

Tabela 1. Avaliacdo da eliminacdo de virus apés a quimioterapia por RT-PCR. NUmeros de plantas livres das infeccdes virais

originais vs. plantas tratadas, por virus e concentracdo do agente antiviral.

virus

ACLSV ASGV ASPV
Ribavirina pug.mL" Ribavirina pug.mL" Ribavirina ug.mL"
1 5 7.5 10 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 M0O80 1/4 2/4 * 4/4 * * * 3/4 3/4 * 3/4
Cripps Pink MO75 * * * * 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
53;%3:3222) media/ | g5 [ 833 | 75 | 75 | 75 | 93,7 | 916 | 87,5 | 83,3 [ 91,6 | 50 | 75
Porcentagem média/ 74,9 86,9 74,9

" Anélises de RT-PCR néo realizadas.

** n° de plantas com RT-PCR negativa para os virus indicados/n° de plantas tratadas.
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concentracoes substancialmente mais altas de
ribavirina (CIESLINSKA, 2002). JAMES et al. (1997)
relataram que ocorreu eliminacao completa de ASGV
de macieiras tratadas por 9 a 12 semanas com 10
ug.mL'de ribavirina, somente quando esta esteve
associada a quercetina, uma substancia fendlica.
Conclui-se que, como observado por outros autores
(PAPRSTEIN et al., 2013; HU et al., 2015) a
eficacia da eliminacao de virus depende do processo
complexo da interacdo entre gendtipo vegetal, o(s)
virus presentes e a concentracao do agente antiviral.

Material obtido por qualquer método de eliminacéao
de virus deve ser monitorado quanto a sua sanidade
em face de possiveis infeccdes residuais. Os

dados deste estudo indicam que os resultados de
andlises de plantas recém removidas do meio de
cultivo in vitro ao final do PEV podem ser alterados
substancialmente quando a avaliacdo de sanidade

é realizada apds periodos de cultivo in vivo. Os
resultados da avaliacdo de sanidade imediatamente
apés o PEV podem ser mascarados pela supressao
do titulo viral abaixo do nivel de deteccao em plantas
in vitro. Isto pode decorrer do “efeito diluicdo” em
que poucas particulas virais persistem em uma
massa muito pequena de tecido vegetal apés o
tratamento, aumentando a probabilidade de que
sejam perdidas durante o procedimento de extracao
de acidos nucléicos, resultando em falsos-negativos
na RT-PCR. A (re-)invasao do(s) virus nos tecidos
tratados pode se estender por longos periodos até
que a sua concentracao seja novamente detectavel,
especialmente em sistemas sorolégicos e biolégicos
de deteccdo (KNAPP et al., 1995b). Assim, para
uma avaliacao de sanidade, é necessaria a definicao
criteriosa do lapso de tempo transcorrido entre

o tratamento e a anélise ou indexagem (JAMES,
2010). Na cultivar Fuji Select o ASGV foi novamente
detectado 6 anos apds a conclusao do tratamento
em 2010, quando os resultados das andlises foram
negativos.

A ocorréncia de infeccoes residuais pode ser
observada nos resultados obtidos com as quatro
cultivares estudadas. Varias plantas da cultivar
Cripps Pink submetidas a cultivo de meristemas
precedido de quimioterapia estavam livres dos trés
virus latentes na sequéncia imediata do PEV. A
andlise por RT-PCR de algumas plantas continuou
negativa para ASGV um ano apés o tratamento, mas
estava novamente positiva para ACLSV e ASPV.

De dezesseis plantas aclimatadas da cv. Cripps Pink
MO75, oito plantas sobreviveram a aclimatacao e
somente duas (25 %) plantas se revelaram livres
de ASGV seis anos ap6s o tratamento (dados nao
mostrados).

Na cultivar Royal Gala M053, de um total de 17
plantas regeneradas de vérios tratamentos de
quimioterapia e analizadas, em quatro (23,5 %),
dezesseis (93,3 %) e quinze plantas (87,5 %),
respectivamente, a eliminacao dos trés virus ASGV,
ACLSV e ASPV foi confirmada seis anos apés

o tratamento (Tabela 2). A presenca residual do
ASGV na cultivar Royal Gala atingiu concentracdes
detectaveis no primeiro ano apds o tratamento

em treze (76,5 %) das plantas e manteve-se

estavel 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 apds o tratamento. Esses
(falsos-) negativos nos resultados de 2010, sao
reacoes perfeitas de RT-PCR na imediata sequéncia
do tratamento de eliminacao de virus, determinados,
provavelmente, por baixa concentracdao de ASGV e
ACLSV nos tecidos tratados /in vitro (KNAPP et al.,
1995b) e perda de RNA total durante a purificacao,
que afetam a deteccao do virus (Tabela 2).

Em plantas da cv. Royal Gala MO73, com RT-PCR
100% negativa para ACLSV e ASPV no momento
da aclimatacao, os dois virus foram novamente
detectados em todas as plantas tratadas um ano
apés o duplo tratamento por quimioterapia e cultivo
de meristemas.

O tratamento com ribavirina teve maior eficacia
quanto a eliminacdo de virus nas cultivares Castel
Gala M193 e Fuji Select M184. Na avaliacao

de longo prazo, seis anos apés 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
trés virus latentes; as plantas restantes estavam
ainda contaminadas com um ou mais virus. Embora
um grau consideravel de estabilidade da eliminacao
de virus nestas duas cultivares se anunciava nos
resultados das andlises em 2014, ainda em 2016
seis anos apds o tratamento, foram detectadas
infeccoes residuais de ASGV e ACLSV, em plantas
da cv. Castel Gala com diagndstico negativo apés
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Tabela 2. Plantas livres de virus oriundas de distintos tratamentos de quimioterapia seis anos apds o tratamento de

eliminacdo de virus.

ASGV ACLSV ASPV
Ano da analise Ano da analise Ano da analise
2014 2011/

2010 2011 2015 2016 2010 2014 2016 2010 2011 2014 | 2016
fﬁssgl Gala 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
U{'Sielec'[ 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
BIOOV;:I;Gala 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
FErEEE R 91,8 62 100 73,5 90,5 79,3
média/virus

“Numero de plantas tratadas e aclimatadas com éxito oriundas de tratamentos com ribavirina/porcentagem de plantas livres
das infeccOes virais originais; O numero de andlises variou entre os virus analisados por ano. **Anéalises de RT-PCR nao

realizadas.

o tratamento em 2010, 2011 e 2014. Diferencas

de taxas de éxito da eliminacao de virus deste e de
outros estudos podem ser atribuidas ao fator cultivar,
a especificidade dos isolados virais e a determinantes
experimentais (CIESLINSKA , 2002). HU et al.
(2015) observaram com a cv. Xinhongjiangjun uma
taxa média de eliminacédo de 94,1 %, 84,8 % e

83 % respectivamente para ASPV, ACLSV e ASGV
utilizando 15 e 25 ng.mL", enquanto neste estudo as
taxas médias (de 1 a 10 ug.mL") de eliminag&o por
virus foram, respectivamente, de 79,3, 73,5 e 62 %,
seis anos apds o tratamento.

Vérios autores observaram que a dificuldade de
eliminacdo de um virus pode estar associada as
caracteristicas do virus e do gendtipo da espécie,
cultivar ou clone (PUPOLA et al., 2009). O grau

de resisténcia/suscetibilidade de uma cultivar

ou um clone a determinado virus pode também

ser determinante do sucesso ou da ineficacia da
eliminacdo do patégeno. Assim, HAUPTMANOVA e
POLAK (2011) relataram que o efeito de uma mesma
concentracao de ribavirina na eliminacao de Plum
pox virus de ameixeiras foi reduzido em até 30 %
em cultivares suscetiveis, comparativamente as
resistentes.

Nas cultivares avaliadas observou-se que a partir de
dois anos ap6s o PEV por quimioterapia, o estado
sanitdrio viral havia-se estabilizado na maioria

das plantas analizadas. A grande sensibilidade

de métodos de deteccao molecular de virus

podem encurtar substancialmente estes limites
para avaliacdo de material de PEVs. E necessario
acompanhar regularmente o estado sanitario de
plantas matrizes destinadas a producao de material
propagativo independentemente do método de
eliminacao de virus pelo qual elas tenham sido
obtidas (JAMES, 2010).

O éxito da eliminacao de virus, como exposto, pode
variar fortemente, dependendo da espécie vegetal,
cultivar ou clone utilizado do patégeno, do tipo de
infeccao, do tipo do tecido infectado, das condicoes,
intrinsecas e especificas do método usado e de
cada experimento. No presente estudo foram
obtidas 3 (23,5 %), 4 (37,5 %) e 8 plantas (88,8
%) (dados nao mostrados), respectivamente, das
cultivares Royal Gala, Castel Gala e Fuji Select livres
de infeccles virais originais por tratamento com
ribavirina.
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Royal Gala

Cripps Pink

M C-

Foto: Rosane Giacomini.

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

C+ R1T R2Z R3I R1 R2 R3

Cripps Pink
R1 R2 R3

M C- C+

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

mas condicdes in vitro; R, repeticdes; setas indicam reacdes positivas.

Foto: Rosane Giacomini.

Fig. 5. Efeitos fitotdxicos tipo escaldadura (parte das folhas com coloracdo marron) em plantas da cultivar Cripps Pink apés 12 semanas

de cultivo na presenca de ribavirina (10 pg.mL™).

Conclusoes

Tratamentos com ribavirina tém uma eficéacia
significativa contra virus latentes de macieiras que
aumenta a seguranca da eliminacao de virus. O
procedimento é simples e prescinde do trabalhoso e
demorado cultivo de meristemas.

Os procedimentos de eliminacao de virus (PEVs)
quando nao eliminam o(s) virus totalmente, podem

provocar uma supressao da concentracédo do
patégeno a niveis nao detectaveis na sequéncia
imediata do tratamento.

A avaliacao de sanidade deve ocorrer apds a
aclimatacdo em casa de vegetacdo. E necessério o
monitoramento de longo prazo de plantas matrizes,
obtidas por este processo, destinadas a producao de
material propagativo a fim de garantir sua sanidade.
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