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(AGAPOMI)

DESCOBERTOS NOVOS VIRUS E UM VIROIDE NAS CVS. ROYAL
GALA E MISHIMA NO BRASIL

E provavel que algumas doengas causadas por virus e viroides acompanham
macieiras e outras rosaceas desde os primordios da sua domesticagdo pelo homem ha
milhares de anos. Nestas espécies vegetais exoticas, originarias da Asia Central,
agentes patogénicos coexistiram e coevoluiram provavelmente com os seus
hospedeiros, adaptando-se mutuamente. A macieira, como a maioria das fruteiras
lenhosas, ¢ plantada sobre porta-enxertos. Na enxertia, uma pratica milenar, ja
conhecida por volta de 3000 anos a.C. o “cavalo” confere a copa caracteristicas
desejéaveis como o vigor, adaptagdo a certos solos, o sistema radicular e a resisténcia a
doengas, entre outras. O filésofo grego Teofrasto, tido como fundador da boténica,
trés séculos a.C. teria sido autor de um catalogo de espécies de fruteiras compativeis
(enxertaveis) entre si. Virus e viroides podem ter encontrado na propagagio pela
enxertia, desde tempos remotos, um eficaz meio para sua transmissao e disseminagao,
pela acdo do homem, além das fronteiras da(s) espécies ancestrais, vindo a infectar
novas espécies e cultivares.

Atualmente, ¢ muito comum encontrar-se em material propagativo de macieiras
na regido Sul do Brasil um coquetel de infec¢des multiplas de virus latentes apple
chlorotic leaf spot virus (ACLSV), apple stem grooving virus (ASGV), apple stem
pitting virus (ASPV) e do apple mosaic virus (ApMV), em complexo com outros
patogenos virais, provavelmente introduzidos no pais com as variedades de macieiras
importadas no inicio da pomicultura no pais. Desde os anos 1990 até o presente
observam-se focos recorrentes de infec¢do com altos niveis de mortalidade de plantas
de viveiro, devidos a infecgdes mistas por virus latentes nas principais regides
pomicultoras de Vacaria (RS), Lages, Sdo Joaquim e Fraiburgo (SC) (O. Crestani,
1999; Relatorio de Pesquisa Embrapa/CNPq). Recentemente foram relatadas
infec¢des latentes em materiais usados no melhoramento de macieiras em institui¢des
de pesquisa (Manenti etal., 2020). Adicionalmente, uma série de doengas de provavel
natureza viral em macieiras observadas no Sul do Brasil ainda ndo foram elucidadas
quanto aos seus agentes causais. Incluem-se aqui “depressdo do lenho” (DL),
“descascamento do tronco da platycarpa” e “nanismo de platycarpa”, “rachadura-
estrela”, além de mosaicos diversos ainda ndo esclarecidos como o mosaico
necrdtico. A DL induz depressdes lineares, longitudinais, passando a canaletas
profundas e necroses nos troncos e galhos (Figura 1). Descrita em 1887, no Canada na
cv. Gravenstein, foi observada também em pereiras e marmeleiros. Ha relatos de que
DL e LM seriam causadas pelo mesmo agente patogénico. Ambas doengas provocam
uma disfungdo na lignificagdo do xilema, a semelhanga do que acontece com a
“gomose concava dos citros”. Doengas de plantas em frutos, troncos e galhos,
especialmente as lenhosas, dificultam, geralmente, a sua caracterizagdo pelo longo
tempo de incubag@o até o aparecimento de sintomas apos a infec¢do que pode levar
entre alguns meses e, no caso da DL, até oito anos, além de serem dificilmente
transmissiveis pela viamecéanica para hospedeiros experimentais herbaceos, em que a
replicagdo viral é mais vigorosa.

A revolug@o tecnoldgica ocorrida na virologia nos ultimos anos com o advento
do sequenciamento de alto desempenho (inglés: High-Throughput Sequencing,
HTS), também conhecido como Next-Generation Sequencing (NGS), permitiu um
monumental avango na caracterizacdo de novos virus de plantas e na elucidagdo de
doengas ja conhecidas de longa data em curto espago de tempo. Em cerca de dez anos,
2011 a 2020, o nimero de virus descritos em macieiras, com o uso do HTS mais que
dobrou com novas espécies virais, atingindo atualmente mais de 20 espécies virais no
mundo. Dois novos viroides foram acrescentados aos seis viroides anteriormente ja
conhecidos.

O uso desta tecnologia, chamada metagenomica, que permite sequenciar
genomas virais completos sem conhecimento prévio de sequéncias do patogeno,
levou a descoberta de novas espécies virais em macieiras ao redor do mundo. No
presente estudo, trés novos virus e um viroide, além de haver suspeita da presencga de
dois outros virus, foram detectados em estudos da Embrapa Uva e Vinho, em
amostras de macieiras Royal Gala, Mishima e Braeburn coletadas em Vacaria, RS,
regido dos Campos de Cima da Serra. Os trés virus descobertos, Apple rubbery wood
virus (ARWYV) 1 e 2 e Citrus concave gum-associated virus (CCGaV) pertencem a
familia Phenuiviridae.

Os virus ARWV 1 e 2, associados a doenca do Lenho Mole da macieira (LM),
foram primeiramente descobertos e descritos em amostras de macieiras da Alemanha
(19 amostras), do Canada (1), Japdo (1) e dos EUA (3) (Rott et al. 2018). Em nosso
estudo, ARWV 1 e 2 foram diagnosticados, por HTS, respectivamente, nas cvs.
Mishima e Royal Gala, e confirmado por RT-PCR em outras amostras de Gala
(ARWV1) e Fuji (ASGV,ARWV1 e 2, CCGaV). A doenga LM descrita ha quase um
século na Inglaterra, foi observada no Brasil em varios surtos, nos anos 1970 e no final
dos anos 1990 e inicio dos anos 2000 na regido de Vacaria, RS. O sintoma tipico
desenvolvido pelas plantas afetadas ¢ uma flexibilidade anormal de ramos e galhos
devido a um bloqueio na sintese de lignina do sistem vascular dos troncos e galhos
(xilema) que os leva a se curvarem sob o proprio peso (Figura 2). Na época da
ocorréncia, estimou-se que uma alta porcentagem das plantas em pomares do RS e SC
da cultivar Royal Gala poderia estar infectada. Entretanto, ndo héa registros
experimentais dessa estimativa. No noroeste dos EUA, onde, nos tltimos anos ocorre

uma epidemia de declinios, os virus ARWYV 1 e 2 e CCGaV foram diagnosticados nas
cvs. Fuji, Gala e Golden Delicious em M9 e Honeycrisp em porta-enxerto Geneva
935 com sintomas de “morte subita/declinio rapido”; plantas com sintomas estavam
fortemente infectadas por até oito diferentes espécies virais. O terceiro virus
diagnosticado no presente estudo, Citrus concave gum-associated virus (CCGaV) é
associado a doenga “gomose concava” dos citros, descrita ha quase um século na
California, EUA. O virus foi caracterizado em citros na Espanha em 2018 ¢ é suspeito
de estar associado, juntamente com ARWV 1 e 2, a uma disfungéo que causa declinio
de macieiras nos estados do nordeste dos EUA. O CCGaV foi constatado nas
amostras das cvs. Royal Gala e Mishima, coletadas em Vacaria, RS, e analisadas na
Embrapa Uva e Vinho por HTS. Adicionalmente, foram constatadas nas trés cvs.
analisadas, Royal Gala, Mishima e Braeburn, sequéncias de nucleotideos quase
completas de, respectivamente, 60, 9 e 8 isolados dos virus latentes ja conhecidos
ASPV,ASGV e ACLSYV, e isolados de ASPV (apple stem pitting virus) que na analise
filogenética revelaram-se mais proximos de Apple green crinkle associated virus,
associado a “ruga verde” da macieira. Sequéncias de ARWV 1 e2, CCGaV, do viroide
Apple hammerhead viroid (AHVd), e dos virus latentes obtidas por HTS em
macieiras, foram depositadas na base de dados GenBank (Nickel et al., 2020).

Finalmente, mas ndo menos importante, o sequenciamento HTS, revelou
dados que permitem suspeitar-se ainda da presenca de Apple luteovirus 1 (ALV 1)
nas amostras aqui analisadas. Sequéncia de cerca de 50% do genoma de ALV-1 foi
obtida neste estudo na cv. Braeburn. A importancia deste virus para o pomicultura
brasileira deriva do fato, que o agente ja foi relatado em macieiras em vérias partes
do mundo, incluindo Grécia, China, EUA e Coreia do Sul. No nordeste dos EUA o
virus foi também associado a um “declinio rapido”, especialmente das cvs. Fuji,
Gala e Golden Delicious enxertadas em varios porta-enxertos, mas o M9 € o mais
afetado, em que as plantas apresentam cancros e rachaduras nos porta-enxertos
e/ou do tronco das copas; necrose comega na unido de enxertia e avanga pela copa,
e declinam antes de entrar em subito colapso no verdo (Liu et al. 2018). Na Coreia
do Sul o virus ALV 1 foi detectado em infec¢do complexa com ARWV 1 em
clones de M9. Analises sobre o ALV 1 continuam em execu¢do na Embrapa Uva e
Vinho para confirmar a sua presenga.

Analisando a frequéncia de ocorréncia destes novos virus com checagem
aleatoria por RT-PCR de outras 12 amostras de diferentes cultivares coletadas em
pomares na regido dos Campos de Cima da Serra, demonstrou-se que estes virus
estavam presentes respectivamente em 9 (ARWV 1), 1 (ARWYV 2) e 2 (CCGaV) das
amostras analisadas (Menegotto et al., 2020). O resultado ¢ uma indicagio de que
estes virus podem ter uma disseminagdo significativa no material propagativo de
macieira em uso na regido. Estudos abrangentes sobre a frequéncia de ocorréncia
destes novos agentes, além dos trabalhos que buscam confirmar a presenca de ALV-1
e AGCaV em pomares comerciais no sul do Brasil, estdo em andamento na Embrapa
Uvae Vinho.

Os abrangentes resultados deste sequenciamento por HTS e confirmagio por
RT-PCR fornecem novos e importantes subsidios para o diagnostico e a
caracterizacdo do estado sanitario de macieiras e representam um avango
significativo para incrementar a sanidade do material propagativo em uso no
Brasil. Adicionalmente, diante do risco que significam estes novos agentes
infecciosos para a economia nacional, os dados obtidos podem subsidiar medidas
de controle na introdugéo de material de plantio ou propaga¢do de macieiras. Para
os agentes publicos, os novos dados podem orientar estratégias de gerir o comércio
e o intercdmbio de material genético. Os dados sobre os novos virus s3o um
instrumento importante para o estudo destes agentes, e do seu impacto sobre o
desempenho de cvs. infectadas. O presente estudo foi financiado pela Embrapa
(Proj.n® 20.18.036.00.00) e apoiado por bolsas de Iniciagdo Cientifica do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.

Figura 1 - Depressdo do lenho, cv RoyalGala, ramos de plantas com cerca de  Figura 2 — Curvatura de ramos em cv. Gala,com suspei¢do de infecgdo por
trés anos de idade, Caxias do Sul, RS. (Fonte: O. Nickel). Lenho Mole, 2016, Vacaria,RS ( Fonte: R.M. Valdebenito Sanhueza).
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