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Novas viroses diagnosticadas em
macieiras no Brasil por sequenciamento
de alto desempenho (HTS)'

A partir dos anos 1960, com o estabelecimento da pomicultura no Brasil, ocor-
reu intensa experimentacgao fitotécnica por parte da iniciativa privada e insti-
tuicdes publicas. A macd é uma planta exética, originaria da Asia Central e
disseminada em todo o Hemisfério Norte. No Hemisfério Sul o cultivo da maca
esta restrito a paises e regiées com clima favoravel, como Nova Zelandia,
Australia, Africa do Sul, Chile, Argentina e sul do Brasil, caracterizado por
uma quantidade cultivar-especifica de horas/frio (< 7,2 °C) necessarias para
uma brotagao uniforme e eficaz.

Para o estabelecimento dos pomares nas zonas com clima frio no Brasil, todo
o material propagativo (estacas, borbulhas) destinado a produ¢do de mudas
foi introduzido, predominantemente dos Estados Unidos da América (EUA) e
Europa.

Contudo, inexistia no Brasil, a época, legislagdo para regulamentar a
introdugdo de grande quantidade de material de plantio e de propagagao de
especies vegetais exdticas, necessario para implantar os novos pomares.
Devido a isso, com a introdugao do material genético estrangeiro, também
foram introduzidos agentes virais muito comuns em todas regiées produtoras
do mundo. Entre esses, destacam-se os agentes virais Apple stem grooving
virus (ASGV), Apple stem pitting virus (ASPV) e Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV), encontrados com facilidade em materiais em uso na pomicultura
brasileira, caracterizando contaminagéo endémica por virus ainda na virada
do século (Nickel et al., 2001).

S6 pouco antes do inicio da pomicultura no Brasil, apds um periodo de rapido
crescimento no mundo do conhecimento experimental sobre viroses de fru-
teiras era criado, em 1955, o Projeto Interregional de Pesquisa IR-2 nos EUA.

' Osmar Nickel, engenheiro agronomo, doutor em Patologia Vegetal, pesquisador da Embrapa
Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS; Thor Vinicius Martins Fajardo, engenheiro agrénomo,
doutor em Fitopatologia, pesquisador da Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS.
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Este empreendimento objetivou a criagdo de um repositorio de fruteiras livres
de virus, mantidas isoladas, destinadas a pesquisa e a pomicultura comercial.

A distribuicdo de materiais livres de virus pelo IR-2, para outros paises come-
¢aria somente em meados dos anos 1970. Mesmo assim, ainda no periodo
1987-1995, um estudo revelou a presenca da doencga platycarpa scaly bark
e os virus latentes ASGV, ACLSV e ASPV em viveiros de porta-enxertos na
Nova Zelandia (Wood, 1996).

Somente com a lei 10.711/2003 a introdu¢cado de material de propagacéo e
de plantio do exterior foi regulamentada no Brasil, exigindo-se para este tipo
de importagéo a autorizagao prévia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Isso explica o porqué de agentes patogénicos de natureza
viral latentes em combinagdes tolerantes (sem sintomas visiveis), transmissi-
veis pela enxertia, desconhecidos dos produtores e érgaos controladores, a
época da sua introdugao, terem sido introduzidos inadvertidamente e propa-
gados amplamente nos pomares brasileiros.

Ao longo dos anos foram e continuam sendo recorrentes as constatagbes
de infec¢des virais multiplas em pomares, viveiros comerciais e bancos de
germoplasma de instituicdes de pesquisa mundiais (Manenti et al., 2020), e
de ocorréncias episddicas de duragéo variavel (surtos) de doengas ja conhe-
cidas, a exemplo de declinios de plantas causados por infecgdes mistas de
virus latentes (Nickel et al., 2001) ou cuja etiologia n&o tinha sido elucidada
até entdo, como o surto de Lenho mole (LM) ocorrido no fim dos anos 1990 e
comeco de 2000 no Brasil. Na época da ocorréncia, estimou-se que uma alta
porcentagem das plantas em pomares do Rio Grande do Sul (RS) e Santa
Catarina (SC) da cultivar Royal Gala poderia estar infectada, mas nao ha
registros experimentais dessa estimativa.

A doenga “Lenho mole da macieira” foi descrita ha quase um século na
Inglaterra na cv. Lord Lambourne. O nome da doenca deve-se a flexibilidade
anormal de ramos e galhos que os leva a se curvarem sob o préprio peso
(Figura 1). Sua natureza infecciosa foi comprovada com a sua transmisséo
para Pyronia veitchii via enxertia (Waterworth; Fridlund, 1989).

E comum encontrar-se em material propagativo de macieiras na regido Sul do
Brasil um conjunto de infec¢des latentes multiplas que causam sérios danos
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Foto: Rosa Maria Valdebenito Sanhueza
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Figura 1. Curvatura de ramos (cerca de 15 a 30 cm) em cv. Gala, com suspeicao de
infeccé@o por Lenho Mole, 2016, Vacaria, RS.

econdmicos, principalmente em combinacgdes suscetiveis de copas e porta-
-enxertos (por exemplo: copa tolerante infectada em porta-enxerto sensivel e
vice-versa) (Nickel et al., 2001).

Este comprometimento da qualidade fitossanitaria do material propagativo
em uso situa-se na contramdo de conceitos e critérios de sanidade
viral reconhecidos por importantes organizagbes e paises produtores
de magds do Hemisfério Norte, a exemplo da Unido Europeia, e outros
protocolos reconhecidos em nivel internacional (exemplo: EPPO, NAPPO,
respectivamente, organizagbes de protecdo de plantas europeia e norte-
americana). Expressando a relevancia atribuida a sanidade viral de
plantas, os EUA mantém vinte centros da “Rede Nacional de Plantas Limpas”
(NCPN) em quinze estados americanos, que produzem e mantém jardins
clonais de specialty crops, plantas exploradas comercialmente no pais,
checadas quanto a sua sanidade, e distribuem material limpo ao setor
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produtivo. Estudos econdmicos demonstram a relevancia dos centros para a
sustentabilidade das industrias viti- e fruticultora com retornos documentados
dos investimentos publicos flutuando de 10:1 a 150:1 (Fuchs et al., 2021;
Cembali et al., 2003).

Diante do quadro complexo de infecgbes que afetam a produtividade, ren-
tabilidade e longevidade dos pomares, em fins dos anos 1990 iniciou-se, no
Brasil, a caracterizagdo molecular desses agentes patogénicos envolvidos
em infecgdes geralmente multiplas (mais de um virus) com os estudos ba-
seados no diagnostico molecular (Nickel et al., 2001). Seguiu-se a produgao
de anticorpos policlonais usando a expressao de genes virais recombinantes
para o diagndstico do ASGV (Nickel et al., 2004). Na sequéncia foi estabele-
cido o diagndstico molecular do ACLSV (Silva et al., 2008), do ASPV (Radaelli
et al., 2006) e do ApMV (Nickel et al., 2009; Fajardo et al., 2011). Na continua-
¢ao, o diagndstico dos virus latentes em macieiras foi aprofundado com va-
rios protocolos incluindo polissondas nao radioativas (Fajardo; Nickel, 2014),
RT-PCR em tempo real com sondas fluorescentes (Nickel; Fajardo, 2014) e
IC (imunocaptura)-RT-PCR (Nickel; Fajardo, 2016).

Outras doengas de provavel natureza viral ja foram observadas nas regides
pomicultoras dos estados do sul do Brasil para as quais n&o existe ainda um
protocolo de diagnédstico do(s) agente(s) etioldgico(s) ou este protocolo (época
ideal de coleta de material, tipo ideal de tecido, extragdo de acidos nucleicos
e inibicdo de nucleases, condigbes da transcricdo reversa, sequéncias dos
iniciadores de RT-PCR, e as condi¢des de ciclagem, etc.) s6 foi desenvolvido
recentemente. Estas doencas que representam ameaca a rentabilidade
dos pomares e um desafio para a pesquisa incluem o “descascamento e
nanismo da platycarpa” (inglés: platycarpa scaly bark e platycarpa dwarf),
geralmente latente na maioria das cultivares comerciais, que, em algumas
espécies de macieiras ornamentais (exemplo: Malus platycarpa), provocam
descascamento de troncos e ramos, e distorgdo/deformacao e/ou epinastia
foliar e nanismo. O “descascamento da platycarpa” ocorre latente em
variedades e porta-enxertos clonais (Wood, 1996). Material de macieiras
indexado, isto é, diagnosticado biologicamente (Nickel; Fajardo, 2009)
em M. platycarpa no &mbito do estudo financiado por Embrapa/CNPq (1997-
1999), que executou uma abrangente varredura da sanidade viral de macieiras



6 Circular Técnica 161

em uso no pais (Crestani, 1999) continha, na avaliagdo pds-execugédo do
projeto, plantas com sintomas desta doenca.

A “rachadura-estrela” de frutos é outra doenca observada ocasionalmente
em pomares comerciais no sul do pais (Nickel, 2004). Sintomas similares
a “depressdo do lenho” (DL) da macieira (inglés: apple flat limb), doenga
descrita no Canada em 1887 pelo pesquisador J.Fletcher, em macieiras,
foram observados em pomares comerciais de Vacaria e Caxias do Sul, RS
(Nickel, 2004).

A DL produz depressées lineares, longitudinais nos troncos e ramos (Figu-
ra 2), especialmente na cv. Gravenstein, podendo formar canaletas profundas
e provocar necroses em ramos. Os sintomas levam, geralmente, varios anos
até sua expresséao, causando reducao de vigor e de produtividade. Devido
a laténcia em muitas cultivares, sintomas menos marcantes podem nao ser
reconhecidos. Secg¢des de ramos com depressdo indicam pouca produgao
de xilema nas partes afetadas. Esta caracteristica aproxima a DL de outras

Foto: Osmar Nickel

Figura 2. Depressao do lenho; cv. Royal Gala, galhos (de aprox. 35 cm) de plantas
com cerca de trés anos de idade, Caxias do Sul, RS.
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doencas que provocam reducao da lignificagdo das fibras e dos dutos do
xilema, como o Lenho mole da macieira e a “gomose céncava dos citros”.
Estas doengas séo caracterizadas por uma flexibilidade anormal de ramos e
galhos finos devido a baixa sintese de lignina, sintoma que pode levar de um
a trés anos para se expressar.

Observou-se em plantas afetadas em pomares de Vacaria, RS que os sin-
tomas de LM podem desaparecer, as plantas podem recuperar-se e voltar
a crescer normalmente apds alguns anos; algumas vezes a recuperagao se
deu apos a remocéo do lider afetado (O.Nickel, ndo publicado). Estas obser-
vagdes sao corroboradas por relatos de que, apos a infecgao, a lignificagéo
reduzida (Waterworth; Fridlund, 1989) é “dificiimente distinguida pelo obser-
vador inexperiente” (Rott et al., 2018).

Além destas disfuncbdes de natureza ainda pouco caracterizada no Brasil,
foram observadas outras ameagas em pomares brasileiros, como diversos
mosaicos foliares (folhas com matizes de cor verde claro/escuro, amarelo e
creme, com limites bem definidos) e variegagdes (listras, manchas de diferen-
tes cores), e mosaicos do tipo necrético (mesclados com necroses do limbo
foliar), especialmente na cv. Fuji em pomares comerciais, ainda nao elucida-
dos (Nickel; Fajardo, 2009).

Outro mosaico necrético foi observado em alguns hibridos de macieiras que
nao reagem aos iniciadores de RT-PCR convencional baseados em sequén-
cias do virus do mosaico comum da macieira (Apple mosaic virus, ApMV). A
doencga conhecida como “ruga verde da macieira”, ja relatada na regido de
Vacaria, RS (Nickel, 2004), foi associada, no Canada (James et al., 2013),
a um novo virus, o Apple green crinkle-associated virus (AGCaV) género
Foveavirus, parente muito proximo do ASPV.

O advento de tecnologias chamadas metagendmicas de sequenciamento
de alto desempenho (High-throughput sequencing, HTS), também chamado
Next-generation sequencing (NGS), tem permitido a identificacdo e caracte-
rizagdo de um grande numero de novas espécies virais em macieiras, perei-
ras, damasqueiros e marmeleiros numa velocidade impressionante.

A versatilidade desta tecnologia reside em que a mesma nao requer
conhecimento molecular prévio dos agentes patogénicos, produzindo milhdes
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de pequenos fragmentos de DNA (reads, leituras paralelas) de cerca de 50 a
100 pares de bases, que, na sequéncia, sdo montados com base nas suas
areas de sobreposigéo, resultando em fragmentos maiores, os contigs, que
sdo mapeados contra bases de dados. Esta estratégia de sequenciamento
massal paralelo, ao acaso, permitiu a identificagdo de virus e isolados virais
e infecgdes mistas, e revelou caracteristicas moleculares abrangentes de
agentes patogénicos desconhecidos o que seria impossivel usando-se o
sequenciamento convencional (Fajardo et al., 2020).

As novas espécies virais, descobertas por HTS, associadas a doengas que
ocorrem nos géneros Malus spp. (macieira), Pyrus spp. (pereira) e Cydonia
spp. (marmeleiro) e outras fruteiras, incluem os agentes causais de doengas
conhecidas ha longo tempo por seus sintomas e danos, cujos agentes causais
eram desconhecidos. Na década de 2011 a 2020, o numero de patégenos
virais descritos em pomaceas mais que dobrou, passando para mais de
20 espécies virais (Martelli et al., 2011; Umer et al., 2019) e oito viroides
caracterizados molecularmente no mundo gragas ao sequenciamento de alto
desempenho.

Os novos agentes virais recentemente descritos em macieiras e outras
pomaceas foram detectados, majoritariamente, por HTS. Eles pertencem a
inumeros génerosvirais e espécies. Entre os géneros, destacam-se Foveavirus,
llarvirus, Luteovirus, Nepovirus, Alphapartitivirus, Phlebovirus, Rubodvirus
(género proposto), Coguvirus (género proposto) e Nucleorhabdovirus, além
de Geminivirus e viroides dos géneros Apscaviroid e Pelamoviroid. As novas
espécies de virus e viroides em macieiras e outras fruteiras incluem Apricot
latent virus (Youssef et al., 2011), Cherry leafroll virus (Von Bargen et al.,
2012), Apple green crinkle-associated virus (James et al. 2013), dois novos
geminivirus em macieiras, (além de pereiras e videiras), Temperate fruit
decay-associated virus (Basso et al., 2015) e Apple geminivirus (Liang et al.,
2015) (ambos nomes propostos), Apple rootstock virus A (Baek et al., 2019),
Apple necrotic mosaic virus (Xing et al., 2018), Apple-associated luteovirus e
Apple luteovirus 1 (Liu et al., 2018; Shen et al., 2018), Apple rubbery wood
virus 1 e 2 (Rott et al., 2018), Citrus concave gum-associated virus (Navarro
et al., 2018) e dois novos viroides, Apple chlorotic fruit spot viroid (Leichtfried
et al., 2019) e Apple hammerhead viroid (Serra et al., 2018) que se somam
aos ja conhecidos seis viroides em pomaceas (Martelli et al., 2011).
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Esta publicagao visa informar o publico de técnicos e pomicultores sobre
avangos do conhecimento da sanidade viral de macieiras e novos virus
descobertos em macieiras no Sul do Brasil.

O experimento

Para o sequenciamento de alto desempenho (HTS) de trés amostras de
macieiras obtidas em Vacaria, RS, cada uma de uma cultivar diferente, a
cultivar Braeburn foi analisada na plataforma Illlumina HiSeq X Ten* (EUA),
enquanto que as cvs. Royal Gala e Mishima foram analisadas na plataforma
BGISEQ-500* (China). Acido ribonucleico (RNA) de fita dupla foi enriquecido
em extratos de acidos nucleicos totais (ANT) por cromatografia de afinidade
em colunas de celulose CF-11* (Valverde et al., 1990) para preparar bibliote-
cas de DNA complementar (cDNA) utilizando o kit TrueSeq Stranded mRNA*
(Hlumina, EUA) para sequenciamento por HTS. O software CLC Genomics
Workbench v. 8.5.1* (CLC Bio, Qiagen, EUA) foi usado para checagem de
qualidade (remogéo de reads de baixa qualidade e de adaptadores) e monta-
gem de novo de contigs a partir dos reads obtidos. Todos contigs foram ma-
peados contra as bases de dados de nucleotideos e proteinas do GenBank*
usando os softwares BLASTn* e BLASTx* (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Resultados

Neste estudo da Embrapa Uva e Vinho, numa tentativa de ampliar o conheci-
mento sobre o estado sanitario de macieiras no Sul do pais, foram diagnos-
ticados por HTS em duas amostras de Vacaria, RS) os virus triparticulados
do género Rubodvirus denominados Apple rubbery wood virus 1 (ARWV 1) e
Apple rubbery wood virus 2 (ARWV 2), respectivamente, nas cvs. Mishima e
Royal Gala e infecgao mista de ambos os virus na cv. Braeburn.

Os virus ARWV 1 e ARWV 2, agora detectados no Brasil apresentam alta
semelhanga genética com os virus anteriormente caracterizados e associados

* A mencdo de marcas, reagentes e softwares indicam o processo/método utilizado, nao
implicando, por parte da Embrapa e dos autores, qualquer conotagdo comercial ou
recomendagéao de uso.
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a plantas com sintomas do LM na Alemanha, EUA, Canada e Japao (Rott et
al., 2018).

Nas cvs. Mishima e Royal Gala foi detectado também um virus biparticulado,
recentemente caracterizado em citros (Citrus concave gum-associated virus,
CCGaV) (género Coguvirus), flogeneticamente relacionado aos Phlebovirus
(Navarro et al., 2018), e possivelmente associado a um declinio de macieiras
descrito recentemente nos EUA (Wright et al., 2018). Os trés agentes
pertencem a familia Phenuiviridae na ordem Bunyavirales. Nas trés cultivares
foram diagnosticados também numerosos contigs, com sequéncias completas
ou quase completas dos virus latentes, ja conhecidos anteriormente.

Recentemente, o viroide Apple hammerhead viroid (AHVd) foi proposto como
novo membro do género Pelamoviroid (familia Avsunviroidae) (Serra et al.,
2018). O isolado brasileiro de AHVd detectado na cv. Royal Gala (MK947213)
apresenta identidades de nucleotideos de 84,02 a 97,48% com sequéncias
de AHVd no GenBank. Para validar as sequéncias desses virus e um viroide
obtidas por HTS de tecidos de macieiras, foram conduzidas analises de RT-
PCR convencional de ANT extraidos das plantas originais que deram origem
aos dados obtidos, usando-se iniciadores baseados em sequéncias dos
contigs originais. As sequéncias de nucleotideos dos trés virus e do viroide
foram depositadas na base de dados GenBank (Tabela 1).

Adicionalmente, foram detectados nas cultivares Royal Gala e Mishima, além
dos trés virus latentes ja conhecidos, contigs do virus AGCaV que divergem
de tipicos isolados de outro Foveavirus, o ASPV, agrupando-se com AGCaV
na analise filogenética (Figura 3). Resta confirmar a presenca deste virus,
por método independente, nesta regido. Considerando-se haver um periodo
de incubagéo (sem sintomas apds a inoculagao) de trés a quatro anos desta
doenca, e a consequente longa duragao da indexacgéo biolégica de AGCaV,
a definicdo de um protocolo de diagndstico precoce de AGCaV por RT-PCR,
com base nas sequéncias de nucleotideos obtidas, reveste-se de relevancia
para implementar o diagnéstico deste virus e estimar sua eventual presenca
e disseminacéo na regido.

A doenca LM, agora associada a dois novos virus (ARWV 1 e ARWV 2), ja
ocorreu anteriormente no Brasil, na regido dos Campos de Cima da Serra, RS,
onde sao produzidas cultivares muito suscetiveis, como as do grupo Gala, as
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Tabela 1. Sequéncias de virus e um viroide da macieira obtidas por HTS pre-
sentes em macieiras no Brasil, depositadas no banco de dados GenBank.

Amino-
acidos
deduzidos

Tama-
nho
nt™"

Isolado/ n°® acesso
cv. hospedeira

Acesso
GenBank®?

Gene
sequenciado

Virus

ARWV 1

ARWV 1

ARWV 1

ARWYV 2

ARWV 2

ARWV 2

CCGaV

CCGaV

CCGaVv

CCGaVv

ARWV 1

ARWV 2

CCGaVv

AHVd

Genoma completo,
segmento S

Genoma completo,
segmento M

Genoma completo,
segmento L

Genoma completo,
segmento Sa

Genoma completo,
segmento Ma

Genoma completo,
segmento L

Sequéncia
completa,
segmento RNA 1

Sequéncia
completa,
segmento RNA 2

Sequéncia
completa,
segmento RNA 1

Sequéncia
completa,
segmento RNA 2

Proteina capsidial
completa/
segmento S

Proteina capsidial
completa/
segmento Sa

Proteina capsidial
parcial, RNA 2

Genoma completo

™ nucleotideos.

@ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.

1392

1595

7171

1450

1512

7349

6652

2700

6647

2700

312

272

327

436

290

390

2359

288

377

2376

2184

407, MP
350, CP

2184

407, MP
350, CP

103

90

108

MK936225

MK936226

MK936227

MK936228

MK936229

MK936230

MK940540

MK940542

MK940541

MK940543

MNG652009

MN652010

MN631048

MK947213

Isolado BR-Mishima,
cv. Mishima M185

Isolado BR-Mishima,
cv. Mishima M185

Isolado BR-Mishima,
cv. Mishima M185

Isolado BR-Gala, cv.
Gala M015

Isolado BR-Gala, cv.
Gala M015

Isolado BR-Gala, cv.
Gala M015

Isolado Gala, cv.
Gala M015

Isolado Gala,
cv. Gala M015

Isolado Mishima,
cv. Mishima M185

Isolado Mishima,
cv. Mishima M185

Isolado Braeburn1,
cv. Braeburn M061

Isolado Braeburn2,
cv. Braeburn M061

Isolado Royal Gala,
cv. Royal Gala M015

Isolado Gala,
cv. Royal Gala M015
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0,020

Figura 3. Arvore filogenética com as sequéncias de nucleotideos das espécies-tipo
dos virus ASPV e AGCaV, além de varios contigs (CT) obtidos por HTS, numerica-
mente identificados, por analise de bioinformatica das amostras das cvs. Royal Gala
(sample 1) e Mishima (sample 3).
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quais podem sofrer reducdes substanciais de produgéo, deformacao de frutos
e declinio de plantas. Os danos causados podem ser sutis € ndo-visiveis aos
pomicultores, mesmo assim afetando a rentabilidade dos pomares (Fuchs
et al., 2021). Os danos em copas podem ser causados indiretamente, via
infeccdes por estes virus presentes em porta-enxertos, como relatado em
porta-enxertos clonais da série M12 infectados, adicionalmente, com outros
virus latentes (Wood, 1996).

O presente estudo resultou na caracterizagéo de trés novos virus € um viroide
em macieiras no Brasil. Suspeita-se ainda da presenca, nas amostras aqui
analisadas, de um potencial isolado de Apple green crinkle-associated virus
e de Apple luteovirus 1, este, ja relatado em associagdo com ARWV 1 em
clones do porta-enxerto M9 na Coreia do Sul (Lim et al., 2019). A suspeita
da presenca destes outros dois agentes virais, no Brasil, demanda estudo
adicional.

Uma analise de prevaléncia (frequéncia de ocorréncia) por RT-PCR de outras
12 amostras de diferentes cultivares coletadas na regido dos Campos de
Cima da Serra, RS, demonstrou que estes virus estavam presentes respecti-
vamente em nove (ARWV 1), uma (ARWV 2) e duas amostras (CCGaV) das
cultivares analisadas (Nickel et al., 2020) e podem ter uma disseminacao
significativa nos materiais propagativos de macieira em uso no pais. Estudos
sobre a frequéncia de ocorréncia destes novos agentes em macieiras no sul
do Brasil estdo em curso.

Consideracodes finais

A deteccao destes trés novos virus e um viroide em macieiras no Brasil tem
varias implicagdes para a pomicultura brasileira. Este avango de conhecimen-
to altera o conceito de sanidade do material propagativo de macieiras em uso
no pais. O niumero de patégenos que requer atencdo em termos de limpeza
clonal passa dos quatro conhecidos para oito patégenos virais e um viroide.
Isto reforca a relevancia de investimentos em limpeza clonal, para prevenir
os danos econdmicos e garantir rentabilidade dessa atividade (Cembali et al.,
2003; Fuchs et al., 2020).
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Os protocolos de deteccao de ARWV 1 e ARWV 2, CCGaV e AHVd por RT-
PCR desenvolvidos poderao ser adicionados ao esquema de checagem de
sanidade de macieiras por laboratérios credenciados pelo MAPA. Igualmente,
a fiscalizagdo da entrada de material propagativo no pais podera abranger
0s novos patdégenos virais, uma vez que estes possuem um significativo
potencial de dano para a economia nacional. Desta forma mantém-se padrbes
de sanidade, do material destinado a propagacéo, alinhados aos padrbes
internacionais.

Os produtores de macas e viveiristas, em face de que o manejo de virus é
sempre preventivo, podem:

a) checar suas matrizes (no sentido da lei 10.711/2003) por laboratérios cre-
denciados pelo MAPA,;

b) indexar suas matrizes quanto a presenca de ARWV 1 e ARWYV 2, por enxer-
tia de pedagos de casca ou borbulhas, nas indicadoras cvs. Lord Lambourne
e Gravenstein (Nickel & Fajardo, 2009).
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