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Deteccao e caracterizagao molecular parcial
de virus latentes em macieiras e identificacao
de um isolado brasileiro de luteovirus

Thor Vinicius Martins Fajardot™ e Osmar Nickel®

(' Pesquisador, Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS. @ Pesquisador aposentado, Embrapa Uva e
Vinho, Bento Gongalves, RS.

Resumo — Macieiras sdo afetadas por varios virus que podem causar do-
engas importantes, principalmente devido a complexidade das infecgdes.
Os objetivos do trabalho foram incrementar o diagnéstico de virus latentes
da macieira; promover a caracterizagdo molecular parcial de isolados virais;
avaliar a variabilidade genética viral e comprovar a ocorréncia de uma va-
riante genética viral e de um luteovirus em macieiras. Os virus avaliados
foram apple stem pitting virus (ASPV) e sua variante, apple green crinkle
associated virus (AGCaV), apple stem grooving virus (ASGV), apple chlorotic
leaf spot virus (ACLSV) e o apple luteovirus 1 (ALV-1), também avaliado por
sequenciamento de alto rendimento (HTS). A incidéncia de virus nas amos-
tras avaliadas foi de 26,3% (ACLSV), 63,2% (ASGV), 57,9% (ASPV), 31,6%
(ASPV/AGCaV) e uma amostra com ALV-1. Em relacéo ao tipo de infecgéo,
foi observada auséncia de infecgéo (cinco plantas), infecgdes simples (trés)
e multiplas (11). Alguns fragmentos de DNA obtidos por RT-PCR foram se-
quenciados confirmando a especificidade das detecgbes. As identidades de
nucleotideos entre os virus/variante estudados e virus/isolados homaélogos
ja caracterizados foram altas, chegando a 96,7% (ASPV variante AGCaV),
97,5% (ASPV), 98,9% (ASGV), 98,9% (ACLSV) e 99% (ALV-1). Para ALV-
1, os contigs obtidos por HTS apresentaram altas identidades (até 98,6%)
com outros isolados desse virus. A presenca de infecgdes virais multiplas
em macieiras assintomaticas foi demonstrada, bem como, pela primeira vez,
a ocorréncia da variante de ASPV, AGCaV, e a ocorréncia do ALV-1 associa-
dos a acessos brasileiros de macieiras.

Termos para indexagao: Malus domestica, AGCaV, ALV-1, sequenciamento
de alto rendimento, diagnose, virose.

Detection and partial molecular characterization of latent
viruses in apple trees and identification of a Brazilian
luteovirus isolate

Abstract — Apple trees are affected by several viruses that can cause
important diseases, mainly due to the complexity of infections. The aims of
this study were to improve diagnosis of apple latent viruses; perform a partial
molecular characterization of the isolates; evaluate viral genetic variability and



demonstrate the occurrence of a viral genetic variant
and a luteovirus in apple trees. The viruses evaluated
were apple stem pitting virus (ASPV) and its variant,
apple green crinkle associated virus (AGCaV);
apple stem grooving virus (ASGV), apple chlorotic
leaf spot virus (ACLSV) and apple luteovirus 1 (ALV-
1), the latter also characterized by high-throughput
sequencing (HTS). The incidence of viruses in the
investigated samples was 26.3% (ACLSV), 63.2%
(ASGV), 57.9% (ASPV), 31.6% (ASPV/AGCaV)
and one sample for ALV-1. Regarding the infection
type, healthy plants (five), single (three plants) and
multiple infections (11 plants) were observed. Some
amplicons obtained by RT-PCR were sequenced
confirming the specificity of detections. Nucleotide
identities between the studied viruses/variant and
previously characterized homologous viruses/
isolates were high, reaching up to 96.7% (ASPV
variant AGCaV), 97.5% (ASPV), 98.9% (ASGV),
98.9% (ACLSV) and 99% (ALV-1). For ALV-1, the
contigs obtained by HTS showed high identity (up to
98.6%) with other isolates of the virus. The presence
of multiple viral infections in asymptomatic apple
trees was demonstrated, as well as, for the first time,
the occurrence of AGCaV, variant of ASPV, and also
the occurrence of ALV-1 associated with Brazilian
apple accessions.

Index terms: Malus domestica, AGCaV, ALV-1,
high-throughput sequencing, diagnosis, viruses.

Introducao

A macieira (Malus domestica Borkh.) € uma das
principais frutiferas de clima temperado cultivada no
mundo e apresenta grande importancia econémica
para a atividade fruticola de muitos paises. A pro-
dugéo brasileira de magas, 1.183.794 toneladas de
magas, cultivadas em 33.358 ha, em 2023 (IBGE,
2023), coloca o pais em posi¢cao de destaque en-
tre os produtores mundiais; avangou nas ultimas
décadas representando atualmente um segmento
relevante da atividade agricola do pais. E a frutifera
de clima temperado mais importante no Brasil, com
96% da produgéo concentrada nos estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. Uma série de fa-
tores bidticos e abioticos afeta o desenvolvimento
e a producgao de frutos de qualidade na cultura da
macieira e, dentre os fatores bidticos, os virus mere-
cem destaque (Araujo et al., 2016).

Infecgdes virais no material propagativo de
macieiras na regido sul do Brasil sdo relativamen-
te comuns e ocorrem geralmente como infecgbes
virais multiplas e, em muitos casos, em conjunto
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com outras alteragdes de natureza infecciosa nao
totalmente esclarecidas (Nickel; Fajardo, 2021).
Mais de 26 virus e viroides foram relatados infec-
tando macieiras, pereiras € marmeleiros em todo
o mundo. Dentre os principais virus dessa cultura,
pelo impacto potencial que podem provocar e pela
ampla incidéncia mundial, destacam-se o virus das
caneluras do tronco da macieira (apple stem pitting
virus, ASPV), classificado na espécie Foveavirus
mali, género Foveavirus; o virus do acanalamento
do tronco da macieira (apple stem grooving virus,
ASGV), classificado na espécie Capillovirus mali,
género Capillovirus e o virus da mancha clorética
da folha da macieira (apple chlorotic leaf spot virus,
ACLSYV), classificado na espécie Trichovirus mali,
género Trichovirus; as trés espécies pertencentes a
familia Betaflexiviridae (Manzoor et al., 2025).

Embora esses virus normalmente ndo causem
sintomas perceptiveis na maioria das cultivares, as
viroses podem reduzir o vigor das plantas, a pro-
ducdo e a produtividade, a qualidade dos frutos e
a longevidade dos pomares, além de tornar as ma-
cieiras mais suscetiveis a outros patégenos (Guerra
et al., 2012). Em termos epidemiolégicos, esses vi-
rus caracterizam-se por ndo possuirem vetores co-
nhecidos, sendo sua disseminagao baseada na pro-
pagacao vegetativa do material infectado. Este tipo
de propagacao promove o acumulo de patégenos
sistémicos, tais como os virus, favorecendo a manu-
tengao, a multiplicagao e a disseminagao desse tipo
de patégenos (Araujo et al., 2016). Infecgdes virais
multiplas podem resultar em efeitos negativos mais
pronunciados em relagéo a redug¢des no rendimento
e na qualidade da produgéo, diminui¢ao do vigor da
planta, declinio de macieiras e comprometimento da
sobrevivéncia das plantas. Macieiras infectadas por
virus podem apresentar uma gama de sintomas, in-
cluindo descoloracao das folhas, frutos deformados
e com rachaduras diversas (por exemplo, na forma
de estrelas), depressdes longitudinais nos troncos e
galhos, e disturbios na casca (floema dos troncos).
ASPV, ASGV e ACLSV afetam o sistema vascular
(tecido floematico), em particular, em infecgées mis-
tas e em cultivares copa de macieiras enxertadas
em porta-enxertos sensiveis, comprometendo o
desenvolvimento das plantas (Vats et al., 2024; Pe-
drelli et al., 2025).

Plantas infectadas por virus sofrem complexas
alteracdes fisioldgicas e bioquimicas que resultam
em efeitos negativos no desempenho agronémico
da hospedeira. Demonstrou-se que mais de uma
centena de genes s&o regulados positiva ou negati-
vamente em macieiras infectadas pelo ASGV (Chen
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et al., 2014), sem que sintomas sejam necessaria-
mente perceptiveis.

Em estudos que utilizaram sequenciamento de
alto rendimento (HTS), foram diagnosticados trés
novos virus de macieiras no Brasil, o apple rubbery
wood virus (ARWV) 1 e 2 e o citrus concave gum-
associated virus (CCGaV), cujas espécies pertencem
a familia Phenuiviridae, além do viroide apple
hammerhead viroid (AHVd) (espécie Pelamoviroid
malleusmali) (Nickel et al., 2020; 2023). ARWV-1 e
-2 foram associados a doenga conhecida por lenho
mole (rubbery wood) da macieira (Rott et al., 2018)
e 0 CCGaV foi relatado estar envolvido em declinio
de macieiras nos Estados Unidos da América (EUA)
(Wright et al., 2018; 2020). Esses virus, constatados
na regido de pomicultura no sul do Brasil, foram
relacionados a declinios de macieiras que ocorrem
em varias regibes do mundo. Além desses
patdégenos, nesses estudos, os autores suspeitaram
da presenca de uma variante genética do ASPV,
apple green crinkle associated virus (AGCaV), e do
apple luteovirus 1, ALV-1 (espécie Luteovirus mali,
género Luteovirus, familia Tombusviridae) (Nickel;
Fajardo, 2021), nas amostras analisadas, indicando
a necessidade de estudos adicionais.

Propagadas vegetativamente sobre porta-en-
xertos, para acelerar a entrada em produgao, as
macieiras facilitam a transmissao de virus por mu-
das formadas a partir de plantas infectadas, perpe-
tuando e disseminando as infecgdes, principalmen-
te quando essas sao latentes (Barba et al., 2015).
Este cenario resulta de uma selegcao descuidada do
material propagativo e, em especial, sem o apoio
de testes diagndsticos. Estudos ja& demonstraram
a relevancia de investimentos na obtengdo de ma-
terial propagativo sadio para a sustentabilidade da
atividade fruticola (Fuchs et al., 2021). O método de
controle de virus de plantas mais eficaz € o uso de
material de propagagéao sadio, livre de virus detec-
taveis e conhecidos. Os procedimentos mais utiliza-
dos para a eliminagédo de virus de plantas incluem
a termoterapia (Wang et al., 2018), a quimioterapia
(Nickel; Fajardo, 2016) e a crioterapia ou combina-
¢bes desses métodos com o cultivo de meristemas
dos quais podem ser regeneradas plantas livres de
virus (Nickel; Fajardo, 2009). Para tornar as medi-
das de controle dos virus da macieira mais efetivas,
€ fundamental identificar com precisdo as plantas
infectadas, conhecer aspectos relativos a trans-
missdo, disseminagao e incidéncia do virus, bem
como a variabilidade viral na hospedeira (Xiao et al.,
2022).

A variabilidade genética de isolados dos virus
ASPV, ASGV e ACLSV foi relatada anteriormente

em diferentes regides, incluindo o Brasil (Souza
et al., 2017; Nickel et al., 2018; Mathioudakis et al.,
2021; Bougard et al., 2025). Isso pode ter implica-
¢bes sobre as propriedades biolégicas, epidemiolo-
gia, sintomatologia, transmisséo e detecg¢do desses
virus, e destaca a importancia dos estudos de varia-
bilidade viral no contexto do emprego de testes diag-
nosticos adequados a detecgao de diferentes virus,
isolados ou variantes. Apesar dos trabalhos existen-
tes, a identificagao e a caracterizagao molecular de
isolados e variantes dos virus latentes da macieira
no pais ainda podem ser consideradas insuficien-
tes, sobretudo pela dindmica das populagdes virais.
Assim, os objetivos do trabalho foram incrementar
a precisao do diagnéstico de virus latentes da ma-
cieira; promover a caracterizagao molecular parcial
de isolados desses virus; avaliar a variabilidade ge-
nética; e comprovar a ocorréncia de uma variante
genética viral e de um luteovirus em macieiras.

Material e métodos

Deteccao e caracterizagao molecular parcial de
virus latentes em macieiras

Amostras analisadas

Dezenove acessos de macieiras presentes em
uma colecdo da Embrapa Uva e Vinho, com as
plantas mantidas em vasos de 3 a 5 L, foram in-
dexados para trés dos principais virus que infectam
essa cultura: ASPV e apple green crinkle associated
virus (AGCaV), reconhecido como uma variante do
ASPV (James et al., 2013; Li et al., 2020), além do
ASGV e do ACLSV. As plantas indexadas represen-
tam algumas das principais cultivares comerciais
de macieiras e foram originalmente coletadas em
pomares comerciais dos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina e, a partir de entao, mantidas
sob condigbes controladas em telado na Embrapa
Uva e Vinho (Bento Gongalves, RS). Detalhamento
das amostras indexadas é apresentado na Tabela 1.
As plantas foram avaliadas visualmente quanto a
presenca de sintomas foliares semelhantes a viro-
ses e nao manifestavam sintomas perceptiveis.

Indexagéao por RT-PCR e caracterizagao
molecular dos virus latentes

As extragdes de RNA total das 19 amostras de
macieiras (Tabela 1), além dos respectivos controles
sadios e positivos, foram realizadas empregando-se
o protocolo de adsorgdo em silica (Rott; Jelkmann,
2001) a partir de 1 g de casca verde dos ramos.
Todas as amostras foram indexadas por RT-PCR
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Tabela 1. Descrigdo das amostras analisadas e resultados obtidos para a detec¢do dos diferentes virus e variante viral

em macieiras por RT-PCR.

Amostra Cultiv_al: Caédigo da ACLSV
de macieira amostra (358 pb)
1 Mishima M185 +
2 Fuiji M024 -
3 Royal Gala MO053 -
4 Royal Gala M015 +M
5 Fuji Suprema M170 -
6 Fuji Suprema MO095 -
7 Royal Gala M145 -
8 Maruba M121 -
9 Fuji Suprema M2274 +
10 Royal Gala MO012 +
11 Fuji Suprema M2276 -
12 Fuji Suprema M2277 -
13 Royal Gala M2278 -
14 Maruba M122 -
15 Fuji Suprema M2280 -
16 Monalisa M286 -
17 Maxi Gala M2282 -
18 Fuji More M182 -
19 Braeburn MO061 +
Total (256l, ?’:%A,)

ASGV ASPV ( :«GS g;lV) ALV-1
(524 pb) (366 pb) (273 pb) (601 pb)
+ + + -

- + +(M -

+ - - -

+ + + -

+ + - -

+ + +) -

+ + - -

+ + - -

+ - - -

+ + - -

+ (™ + (1) - -

+ (1 + - -

- - + -

+ + + +
12119 11/19 6/19 119@
(63,2%) (57,9%) (31,6%)

() Fragmentos de DNA amplificados por RT-PCR (amplicons) e sequenciados para caracterizagéo viral.

@ No total foram indexadas 50 amostras para ALV-1.
-: amostra sadia ou amplificagdo negativa em RT-PCR.
+: amostra infectada ou amplificagao positiva em RT-PCR.

convencional (end-point PCR) com um par de ini-
ciadores (primers) desenhados para os seguintes
virus, ASPV/AGCaV: CY57f / CY61r (273 pares de
bases, pb), ASPV: ASPV 8869f / ASPV 9211r (366
pb), ASGV: ASGV 5873f / ASGV 6396r (524 pb) e
ACLSV: ACLSV 6875f (A53f) / ACLSV 7233r (A52r)
(358 pb), conforme detalhamento que consta da
Tabela 2. Na reagao para a sintese do cDNA, utili-
zaram-se a enzima transcriptase reversa M-MLV e
4 L (cerca de 400 ng) do RNA total, incubando-se
a reacgdo a 37 °C por 1 hora. Apds, realizou-se a
PCR com a enzima Tag DNA polimerase do tipo Hot
Start, seguindo-se as recomendagdes do fabricante.
O ciclo de amplificagédo foi composto pela desnatu-
ragao inicial (94 °C/15 minutos), 35 ciclos (94 °C/50

segundos, 50 °C/50 segundos e 72 °C/50 segundos)
e uma extenséo final (72 °C/10 min). Os produtos
da RT-PCR foram analisados em géis de agarose
1,5% (p/V) preparados em tampao TRIS-Borato-
-EDTA (TBE) pH 8,0, corados com brometo de eti-
deo e visualizados em transiluminador de luz UV-B
(280—-315 nm). Os fragmentos de DNA amplificados
por RT-PCR, correspondentes aos tamanhos espe-
rados, indicam a detecgao dos virus.

A caracterizagao viral parcial por meio da com-
paragao entre sequéncias de nucleotideos foi reali-
zada com dois ou trés isolados de cada virus, sendo
que alguns dos fragmentos de DNA obtidos foram
sequenciados e analisados para determinar a varia-
bilidade viral (Tabela 3).
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Tabela 2. Iniciadores de RT-PCR (primers) utilizados para detectar os virus de macieira.

Virus/tamanho HEAROC
Cédigo do N iniciador (nt)™ N
do fragmento N c Sequéncia . Referéncia
P iniciador® no genoma viral
amplificado a .
de referéncia
ASPV 5781-5800
(273 nt) CY57f@ 5’'GACCTTGGCCTGTTTTCAGC3’ (AGCaV: Morelli et al.
KT835289) (2017)
CYB1r® 5 GCAATGAGGTCTGGAGGGAGYT 6034-6053
ASPV 8899-8921
(366 nt) ASPV 8869f 5’ATGTCTGGAACCTCATGCTGCAA3’ (ASPV: Menzel et al.
NC_003462) (2002)
ASPV 9211r 5TTGGGATCAACTTTACTAAAAAGCATAA3Z’ 9237-9264
ASGV 5871-5895
(524 nt) ASGV 5873f 5’ CCCGCTGTTGGATTTGATACACCTCY (ASGV: MacKenzie et al.
NC_001749) (1997)
ASGV 6396r 5’ CTGCAAGACCGCGACCAAGTTTY 6373-6394
ACLSV 6876-6892
(358 nt) p;\%lﬁv 6875¢ 5'GGCAACCCTGGAACAGA3’ (ACLSV:
( ) NC_001409) Candresse et al.
(1995)
ﬁ‘o\%;?)v 72331 5'CAGACCCTTATTGAAGTCGAAYZ 7213-7233
ALV-1 1720-1739
(443 nt) ALV-1 F1 5'CAAATCGAGCAAGAGGAGGCY (ALV-1:
NC_040680) Lim et al. (2019)
ALV-1 R1 5TTTGCCAGTCCAACAAGTCG3’ 2144-2162
ALV-1 3942-3964
(478 nt) ALuDetF6 5’AGCCAATGATTGTATTCGACGTG3’ (ALV-1:
NC_040680) Liu et al. (2018)
ALuDetR6 5’AGCTCTCTTCTAATGTGCGGAACY 4397-4419
ALV-1 5761-5782
(601 nt) ALV1-F5818 5'CTTGCTTCTGAGCTATACACTGY (ALV-1: Xiao et al.
ALV1-R6419 5’GTGCACTTCCGTTTCCGGTG3’ 6342-6361

Mnt: nucleotideos.
@ f (iniciador senso ou viral).
® r (iniciador reverso ou complementar).

Clonagem e variabilidade viral dos virus
latentes

Os fragmentos de DNA de tamanhos esperados
em gel de agarose dos virus ASPV/AGCaV, ASPV,
ASGV e ACLSV foram purificados do gel usando um
kit comercial e ligados a um vetor para clonagem
de produtos de PCR. A seguir, as ligacdes foram
utilizadas na transformacdo de células competen-
tes de Escherichia coli TOP10 por meio de choque
térmico. O DNA plasmidial das col6nias bacterianas
transformadas foi extraido utilizando-se um kit co-
mercial e a confirmagéo da insergéo dos fragmentos

de DNA clonados nos plasmideos recombinantes
foi realizada por digestdo com a enzima de restri-
¢ao EcoRI e posterior avaliagdo em gel de agarose.
O sequenciamento de nucleotideos dos insertos nos
plasmideos recombinantes foi realizado pelo méto-
do de terminadores de cadeia (Sanger).

As sequéncias de nucleotideos e de aminoaci-
dos deduzidos obtidas dos isolados virais estuda-
dos e sequéncias de outros isolados homodlogos
brasileiros e estrangeiros, disponiveis no banco de
dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
foram comparadas entre si utilizando os recursos
BLASTn e BLASTp do NCBI, respectivamente, e
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Tabela 3. Relagéo dos virus, isolados e variante virais de macieira estudados e outras informagées geradas.

A Tamanho do Tamanho da Caédigo .
Sequéncia a Hospedeira
. Isolado . fragmento de sequéncia de ey .
Virus . parcial . (macieira, Origem
viral obtida DNA traduzida acesso no cédigo)
(nucleotideos) (aminoacidos) GenBank® 9
ASPV Polimerase Fuii Sao
(AGCaV)  gp \ogs  deRNA 273 90 PV454970 (M024) Joaquim
dependente (SC)
de RNA
Polimerase Royal Gala Pomar
sp-Mo1s | de RNA 273 90 PV454971  (Mo15) ~ comercial
dependente da regido
de RNA Sul
Polimerase Pomar
Royal Gala .
sp-Mor2 G RNA 273 90 Pva54972  (Mo12) ~ comercial
dependente da regido
de RNA Sul
ASPV Pomar
Proteina Royal Gala comercial
SP-M015 - 366 99 PV454973 (M015) T
capsidial da regido
Sul
Proteina Monalisa Cacador
SP-M286 - 366 99 PV454974 (M286) g
capsidial (SC)
ASGV Proteina Monalisa Cacador
SG-M286 - 524 160 PV454975 (M286) ¢
capsidial (SC)
Proteina Maxi Gala Vacaria
SG-M2282 - 524 160 PV454976 (M2282)
capsidial (RS)
ACLSV Pomar
Proteina Royal Gala comercial
CL-M015 - 358 119 PV454977 (M015) T
capsidial da regiao
Sul
Pomar
Proteina Royal Gala comercial
CL-M012 - 358 119 PV454978 (M012) T~
capsidial da regido
Sul
ALV-1 ORF1-ORF2 443 147 PP824367
ORF3-ORF5 478 159 PP824368
ORF7 13 (ORF7) Braeburn .
BR-Brac & ORFS8 601 38 (ORF8) 1824348 “1061) V?Iggr)la
ORF1-ORF2 565 188 PP922176®
ORF3 173 (ORF3) @
¢ ORF4 651 164 (ORF4)  P922177

(NCBI/GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide).
@ Sequéncias obtidas por HTS.
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as identidades obtidas fundamentaram o estudo
de variabilidade viral. Os alinhamentos multiplos
das sequéncias de nucleotideos foram realizados
utilizando-se software apropriado de bioinformatica
(Larkin et al., 2007). As relagdes filogenéticas foram
inferidas usando-se o método de maxima verossi-
milhanga, modelo Kimura de dois parametros, sitios
invariaveis (I) e 1000 replicagdes bootstrap, imple-
mentadas com auxilio de um programa especifico
para analises filogenéticas (Tamura et al., 2021).

Identificagdo de um isolado brasileiro de
luteovirus

Uma amostra de macieira da cultivar Braeburn,
acesso M061, com cerca de 25 anos a época em que
foi originalmente coletada em um pomar comercial
em Vacaria, RS, foi avaliada mais detalhadamente
apo6s a analise inicial indicar a suspeita de infecgao
pelo ALV-1 (Nickel; Fajardo, 2021). Na amostragem
e durante as observagbes subsequentes em telado,
essas plantas ndo apresentaram sintomas percepti-
veis de virose.

O extrato de acidos nucleicos totais da
casca verde de ramos foi enriquecido em
dsRNA para preparar o cDNA para uma biblioteca
de sequenciamento de alto rendimento (High-
throughput sequencing, HTS) usando-se kit
compativel com a plataforma de sequenciamento
direcional de mRNA. O RNA ribossomal da planta
foi eliminado usando-se kit para deplecdo de
rRNA especifico para plantas e compativel com a
plataforma de sequenciamento. Foi usada plataforma
norte-americana comercial para o sequenciamento
bidirecional de alto rendimento, para leituras de
até 150 nucleotideos de tamanho. As sequéncias
de pequenos fragmentos de DNA (reads) foram
empregadas na montagem de novo, obtendo-se os
contigs virais, que foram identificados utilizando-se
o recurso BLAST do NCBI (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) e comparados com os acessos do
banco de dados GenBank. Como resultado inicial,
comprovadamente, a comunidade viral da amostra
incluia os seguintes virus, ACLSV, ASGV, ASPV,
ARWV-1 e ARWV-2 (Nickel et al., 2020). No ambito
desse trabalho, nova andlise de bioinformatica foi
realizada usando-se o comando map to reference
de um software comercial especifico para analise
de dados de HTS. As leituras dos dados brutos do
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) da cultivar
Braeburn foram alinhadas com o genoma de
referéncia do ALV-1 (NC_040680), visando-se a
montagem de contigs maiores ou do genoma quase
completo. As sequéncias obtidas foram analisadas

individualmente, usando-se o recurso BLASTn do
NCBI comparando-as com acessos do GenBank.

A analise de bioinformatica adicional revelou a
presenga do ALV-1 nesta amostra. Para confirmar
a presenga desse virus, identificado por HTS, o
RNA total da amostra original foi testado por RT-
-PCR usando-se os pares de iniciadores ALV-1 F1
/ ALV-1 R1 (Lim et al., 2019), ALuDetF6 / ALuDe-
tR6 (Liu et al., 2018) e, ALV1-F5818 / ALV1-R6419
(Xiao et al., 2022), que promoveram a amplificagéo
de fragmentos de DNA de 443, 478 e 601 pares de
bases (pb), respectivamente, do genoma do ALV-1
(Tabela 2). Esses fragmentos de DNA foram ligados
a vetor comercial de clonagem, e os plasmideos re-
combinantes, isolados de culturas de E. coli trans-
formadas e crescidas a 37 °C por 14 horas, foram
sequenciados pelo método de terminadores de
cadeia.

As identidades de nucleotideos e de aminoacidos
deduzidos entre as sequéncias obtidas do isolado
brasileiro de ALV-1 e isolados homdlogos estrangei-
ros, disponiveis no GenBank, foram determinadas
utilizando-se o recurso BLAST do NCBI, visando-se
a confirmacgéao da identidade do patégeno na amos-
tra infectada. Alinhamentos de multiplas sequéncias
de nucleotideos dos fragmentos de DNA sequencia-
dos foram realizados usando o recurso MUSCLE e
uma matriz de identidade de sequéncias de nucleo-
tideos aos pares foi gerada usando-se um software
apropriado de bioinformatica (Muhire et al., 2014).
As mesmas sequéncias de nucleotideos dos con-
tigs, obtidos a partir da montagem das leituras de
HTS, também foram submetidas a alinhamentos
multiplos com auxilio de um software especifico
para bioinformatica (Larkin et al., 2007). As relagdes
filogenéticas foram inferidas usando-se o método
de maxima verossimilhanga, modelo Kimura de dois
parametros, sitios invariaveis (1) e 1000 replicagdes
bootstrap, implementadas em programa especifico
para analises filogenéticas (Tamura et al., 2021).

Adicionalmente, o ALV-1 foi indexado por RT-
PCR utilizando-se o par de iniciadores ALV1-F5818
/ ALV1-R6419 (Xiao et al., 2022) e RNAs totais ex-
traidos de 50 acessos, incluindo as 19 amostras
de macieiras descritas na Tabela 1, as quais foram
originalmente coletadas nas principais regides pro-
dutoras de maga dos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, propagadas e mantidas sob
condi¢gdes controladas em telado. A RT-PCR em
Unica etapa foi realizada usando um kit comercial
e as reagdes foram elaboradas conforme recomen-
dado a partir de 4 uL (aproximadamente 400 ng) de
RNA total.



Resultados e discussao

Deteccao e caracterizagido molecular parcial de
virus latentes em macieiras

A incidéncia de virus nas 19 amostras avalia-
das por RT-PCR foi de 26,3% (ACLSV), 63,2%
(ASGV), 57,9% (ASPV), 31,6% (ASPV/AGCaV) e
uma amostra positiva para ALV-1. Em relagéo ao
tipo de infeccdo, foi observado auséncia de infec-
¢ao (em 5 plantas) e infecgbes simples (3 plantas),
dupla (6 plantas), tripla (uma planta), com quatro vi-
rus (3 plantas) e cinco patégenos virais (uma planta)
nas cultivares avaliadas (Tabela 1). Desta forma, o
ASGV e o0 ASPV foram prevalentes nos acessos de
macieiras indexados, seguidos pelo ACLSV. Como
a transmissao desses virus é principalmente favore-
cida pelo plantio de material propagativo (mudas) in-
fectado, visto que esses virus ndo possuem vetores,
informagdes sobre incidéncia e prevaléncia podem
auxiliar na definicdo de alternativas de manejo e
controle de viroses. Este trabalho esta inserido num
contexto que visa ampliar o conhecimento sobre pa-
tégenos virais associados a acessos de macieiras
mantidos em uma cole¢&o na Embrapa Uva e Vinho.

Todas as sequéncias de nucleotideos geradas fo-
ram depositadas no banco de dados GenBank (https:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) (Tabela 3). As maio-
res identidades de nucleotideos (nt) e de aminoacidos
deduzidos (aad) entre as sequéncias obtidas nesse
trabalho para os virus latentes da macieira, ASPV
variante AGCaV (trés isolados com a caracteri-
zagao parcial baseada no gene da polimerase de
RNA dependente de RNA), ASPV, ASGV e ACLSV
(dois isolados de cada virus com a caracterizagao
parcial baseada no gene da proteina capsidial) e
alguns virus/isolados homdlogos, com acessos dis-
poniveis no GenBank, sdo apresentadas na Tabela
4. Desta forma, alguns fragmentos de DNA amplifi-
cados por RT-PCR foram sequenciados e analisa-
dos, confirmando-se a especificidade das deteccgoes
virais. As identidades de nucleotideos entre os vi-
rus/variantes estudados e virus/isolados homoélogos
nacionais ou estrangeiros, previamente caracteriza-
dos, foram altas, sendo de até 96,7% (ASPV varian-
te AGCaV), até 97,5% (ASPV), até 98,9% (ASGV) e
até 98,9% (ACLSV) (Tabela 4). Assim, os isolados
caracterizados dos trés virus latentes exibiram alta
conservagao de sequéncia com isolados homologos
que infectam diferentes cultivares de macieira e ou-
tras frutiferas (por exemplo, marmelo), bem como
provenientes de diferentes regides geograficas. No
entanto, mesmo em um estudo restrito, envolvendo
apenas dois isolados de cada virus (ASPV, ASGV
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e ACLSV), foi possivel verificar diferengas na va-
riabilidade genética viral, alta para o ASPV e baixa
para o ASGV e ACLSV. Por exemplo, a identidade
de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos entre
os isolados SP-M015 (GenBank PV454973) e SP-
M286 (PV454974) de ASPV foi de 82% e de 98,9%,
respectivamente; entre os isolados SG-M286
(PV454975) e SG-M2282 (PV454976) de ASGV foi
de 92,2% e de 98,1% e entre os isolados CL-M015
(PV454977) e CL-M012 (PV454978) de ACLSV foi
de 97,5% e de 100%.

As identidades de nucleotideos (de até 98,9%)
entre os isolados virais caracterizados foram um
pouco menores comparativamente as identidades
de aminoacidos deduzidos (de até 100%), consi-
derando-se os fragmentos amplificados, situados
no gene que codifica a proteina capsidial dos virus
ASPV, ASGV e ACLSV (Tabela 4). A proteina capsi-
dial tem fungao estrutural, ou seja, compde a estru-
tura fisica da particula viral. Assim, fatores evoluti-
vos podem restringir variagdes nesse gene que nao
sejam convenientes para o virus, por exemplo, que
pudessem provocar a perda da capacidade de inte-
ragdo com fatores da planta hospedeira ou com ve-
tores, quando o virus os possui (Li et al., 2020; Vats
et al., 2024). Adicionalmente, as sequéncias dos
iniciadores utilizados para os virus ASPV, ASGV e
ACLSYV estao localizadas no gene da proteina cap-
sidial (CP), regidao mais conservada desses virus,
podendo favorecer a deteccdo de uma gama maior
de isolados de um mesmo virus, reduzindo a ocor-
réncia de falso-negativos na RT-PCR (Candresse
et al., 1995). A alta variabilidade genética do virus
e, consequentemente, o ndo reconhecimento das
sequéncias virais pelos iniciadores, resultara em fa-
Ihas de pareamento (Silva et al., 2008). De modo
geral, todos os iniciadores utilizados se mostraram
adequados para a deteccdo, ou seja, viabilizaram
a amplificacédo especifica de fragmentos dos virus/
isolados estudados (Figura 1).

Com a utilizagdo do par de iniciadores CY57f
/CY61r foi possivel amplificar a variante do ASPV
conhecida por AGCaV nas amostras analisadas.
Os fragmentos amplificados de 273 pb de trés iso-
lados foram sequenciados e os isolados SP-M012
(GenBank PV454972) e SP-M015 (PV454971)
apresentaram maiores identidades de nucleotide-
0s (96,7%) e de aminoacidos deduzidos (100%)
com um isolado canadense de ASPV de macieira
(MZ148058). Ja o isolado SP-M024 (PV454970)
diferiu significativamente dos anteriores, apresen-
tando maiores identidades de nt (89,3%) e de aad
(97,8%) com o0 mesmo isolado canadense de ASPV
(Tabela 4). Entretanto, a maior identidade de nt
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Tabela 4. Identidades de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos entre as sequéncias obtidas dos virus latentes da
macieira, ASPV variante AGCaV, ASPV, ASGV e ACLSV e sequéncias de virus homodlogos estrangeiros ou nacionais

disponiveis no banco de dados GenBank.

Identidade de Identidade de

Isolado . . . . PR
. - Virus homélogo Pais de . nucleotideos aminoacidos
Virus caracterizado . . Hospedeira o .
(GenBank)™ (GenBank)" origem (%) deduzidos

(%)

ASPV MZ148058 (ASPV) Canada Macieira 89,3 97,8
(AGCaV) . .

SP-M024 MZ148063 (ASPV) Canada Macieira 88,2 97,8

(PV454970) MZ148044 (ASPV) Canada Macieira 86,3 96,7

NC_018714 (AGCaV) Canada Macieira 80,6 92,2

ASPV MZ148058 (ASPV) Canada Macieira 96,7 100,0
(AGCaV) SP-M015 ) .

(PV454971) MZ148063 (ASPV) Canada Macieira 94,8 100,0

(TD\S/4PE;T§71 22) MZ147978 (ASPV)  Canada Macieira 88,3 98,9

NC_018714 (AGCaV) Canada Macieira 83,6 94,4

ASPV FR750244 india Macieira 97,5 100,0

(PSVP 42"4%17%) MZ148081 Canadd  Macieira 91,8 100,0

KM873721 india Macieira 91,6 100,0

ASPV MW842997 Brasil Macieira 92,9 100,0

(PS\742A4298764) MZ148020 Canada Macieira 92,1 100,0

MwW843002 Brasil Macieira 92,0 99,0

ASGV MK481976 China Macieira 98,5 100,0

(If\(/%l:2/|4298765) MK481988 China Macieira 98,5 99,4

MK481987 China Macieira 98,3 98,7

ASGV MK481961 China Macieira 98,9 100,0

(ﬁsg'fg?g) IN871585 China  Macieira 98,7 100,0

FJ445218 China Macieira 98,7 99,4

ACLSV MK929793 Brasil Macieira 98,9 98,3

(lf\}“;g/l4091757) AM292923 Grécia Marmelo 98,6 100,0

KX579122 Alemanha Macieira 98,6 99,2

ACLSV AM292923 Grécia Marmelo 98,3 100,0

(5\2?4%1728) KP772636 China Macieira 98,0 100,0

KR605120 China Macieira 97,8 99,2

(WNCBI/GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide).

verificada entre os isolados SP-M012, SP-M015 e
SP-M024 de ASPV (variante AGCaV) e um aces-
so de AGCaV, disponivel no GenBank (HE963831/
NC _018714), foi de 83,6% (Tabela 4). Resultados
semelhantes ja foram obtidos, ou seja, valores de
identidade de nucleotideos no gene da replicase vi-
ral entre isolados de ASPV (isolado PA66, GenBank

D21829 e B17-3, OQ819182) e isolados de AGCaV
(Aurora-1, HE963831; CYD, KT835289 e Alborz-A5,
OR537851) variaram entre 76,06 e 78,70% (Bou-
gard et al., 2025). Existe alta diversidade genética
entre isolados de ASPV, porém os critérios de de-
marcagao de espécies no género Foveavirus sao,
no minimo, 72% de identidade de nt ou 80% de
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Figura 1. Andlise eletroforética em géis de agarose das amplificagdes de cDNAs por RT-PCR para ASPV com os iniciadores
ASPV 8869f / ASPV 9211r (A) e para ASGV com os iniciadores ASGV 5873f / ASGV 6396r (B) a partir das amostras de
macieiras descritas na Tabela 1. Os fragmentos amplificados de 366 e 524 pb de ASPV e ASGV, respectivamente, estdo
indicados, bem como as amostras infectadas (em vermelho). Marcador de peso molecular (M) e controle sadio (C-).
Os fragmentos de DNA clonados e sequenciados, pocgos 4 e 16 (ASPV) (A) e 16 e 17 (ASGV) (B) (Tabela 1), representam

os controles positivos.

identidade de aad entre isolados, considerando-se
os genes da proteina capsidial (CP) ou da polimera-
se viral (Adams et al., 2012).

O alinhamento multiplo entre as sequéncias de
nucleotideos dos isolados mencionados € apre-
sentado na Figura 2, na qual é possivel observar
as posicoes de consenso e divergentes (com alte-
ragbes de nucleotideos). Alta variabilidade genética
entre isolados de ASPV de diferentes hospedeiras
(macieira, pereira e marmelo) foi relatada em varios
paises, incluindo o Brasil (Mathioudakis et al., 2021;
Bougard et al., 2025).

A amplificacdo com iniciadores, originalmente
desenhados para a detecgdo do AGCaV, comprova
a ocorréncia dessa variante genética do ASPV, bem
como foi demonstrada a existéncia de variabilidade
genética entre os isolados sequenciados dessa va-
riante. No entanto, Costa et al. (2022) relataram dis-
cordancias entre o sequenciamento do fragmento
amplificado e os resultados individuais de RT - PCR/
RT-gPCR (RT-PCR em tempo real) envolvendo a
detecgdo de AGCaV e ASPV em pomaceas. Se-
gundo os autores, é possivel que alguns iniciadores
para AGCaV também tenham amplificado algumas
estirpes de ASPV. Isso também poderia justificar a

detecgdo do AGCaV apenas por RT-gPCR em al-
gumas amostras. Os iniciadores degenerados dese-
nhados para a detecgao do AGCaV por RT-qPCR
também poderiam ter amplificado estirpes de ASPV.

No presente trabalho, para a definitiva detecgao
do AGCaV nas amostras analisadas, outros trés
pares de iniciadores foram avaliados por RT-PCR,
355f/1105r e 355f/898r (James et al., 2013) e CY571/
CY72r (Morelli et al., 2017). Porém os resultados ob-
tidos foram inconclusivos nesses casos (dados nao
mostrados). O AGCaV foi descrito como um poten-
cial foveavirus distinto (James et al., 2013), mas de-
vido a alta similaridade de nucleotideos e a organi-
zagao do genoma semelhante ao ASPV, atualmente
€ considerado uma variante do ASPV que causa o
sintoma de ruga verde (green crinkle) em frutos de
macieiras, caracterizado por depressées na casca
dos frutos (Li et al., 2020).

Doengas virais representam uma ameaga ao
desenvolvimento de plantas frutiferas perenes. Ao
contrario de doengas causadas por outros patdge-
nos, a exemplo de fungos, bactérias e nematoides,
nao ha maneira economicamente viavel de eliminar
os virus de uma planta infectada no campo. Assim,
em geral, as medidas de controle de viroses sao

Fotos: Thor Vinicius Martins Fajardo
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Figura 2. Alinhamento multiplo das sequéncias parciais de nucleotideos do gene da polimerase de RNA dependente de
RNA do ASPV, variante AGCaV, com 273 pb. Sequéncias comparadas: isolados M012 (PV454972), M015 (PV454971) e
M024 (PV454970) (Tabela 3), além de um isolado homologo de ASPV (MZ148058) e da variante canadense do AGCaV
(NC_018714). As posigdes de consenso sdo identificadas por pontos e as divergentes, em relagdo a sequéncia-base

(isolado M012), com o nucleotideo diferente.

essencialmente preventivas. Nesse contexto, co-
nhecer a identidade do virus desde o inicio da in-
feccao é importante, pois as estratégias de manejo/
controle da virose estdo baseadas principalmente
nas propriedades e caracteristicas dos virus, por
exemplo, modo de transmissao, e estas podem dife-
rir segundo o virus (Fajardo; Nickel, 2019).

A RT-PCR foi utilizada com eficiéncia para de-
tectar diferentes virus, isolados e variantes virais em
extratos de acidos nucleicos totais de cascas de ra-
mos de macieiras. Também foram determinadas as
homologias de nt e aad dos isolados estudados em
relagédo a isolados homologos disponiveis no banco
de dados GenBank (NCBI). Demonstrou-se a pre-
dominancia de infecgdes virais multiplas em maciei-
ras assintomaticas, bem como, pela primeira vez,
a provavel ocorréncia de uma variante genética do
ASPV (AGCaV) associada a acessos brasileiros de
macieiras. Assim, implementar a utilizagao de testes
diagnosticos sensiveis e especificos, baseados em
RT-PCR, para a indexacao de matrizes e materiais
propagativos € uma estratégia importante para a de-
teccao dos virus latentes da macieira e, consequen-
temente, para promover uma exploragao sustenta-
vel e economicamente mais rentavel dessa cultura.

Identificacdo de um isolado brasileiro de
luteovirus

A montagem dos contigs do RNA-Seq foi
realizada mapeando-se as sequéncias de pequenos
fragmentos de DNA (reads) em relagdo a uma
sequéncia de referéncia (reference-based mapping),

ou seja, o genoma de referéncia do ALV-1, isolado
PA8 da Pensilvania (GenBank NC_040680). Dessa
forma, cerca de metade do genoma de um isolado
brasileiro de ALV-1 foi reconstruido a partir da
amostra de macieira sequenciada. No total 41,5
milhdes de leituras de extremidades pareadas
(paired-end reads) foram obtidas por HTS a partir
da cultivar Braeburn. A andlise dos dados brutos do
HTS identificou 39 leituras mapeadas no genoma do
ALV-1 em baixa cobertura. Onze contigs de até 651
nucleotideos foram obtidos, distribuidos ao longo do
genoma do ALV-1, totalizando 3.034 nucleotideos
de 6.001 nucleotideos (nt) do genoma completo
ou 50,5% do genoma de referéncia do ALV-1
(NC_040680). Dois dos maiores contigs com 565
nucleotideos cobrindo o gene da poliproteina P1-P2
(ORF1-ORF2), codificando parcialmente a proteina
de fusdo P1-P2 da RNA polimerase dependente de
RNA (RdRP) (GenBank PP922176) e 651 nt cobrindo
as sequéncias abertas de leitura das proteinas P3
(ORF3) e P4 (ORF4), que codificam parcialmente a
proteina capsidial (CP) e a proteina de movimento
(MP) (GenBank PP922177) (Tabela 3), exibiram
97,2 e 98,6% de identidades de nucleotideos com
a sequéncia de referéncia do ALV-1 (NC_040680),
respectivamente.

As altas identidades de nucleotideos determina-
das entre diferentes isolados de ALV-1 da Bélgica,
Canada, Republica Tcheca, Hungria, Coreia do Sul,
Turquia, EUA e o isolado brasileiro de ALV-1, BR-
Brae, refletiram-se na analise filogenética quando
considerados ambos contigs montados a partir do
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sequenciamento HTS, ou seja, os agrupamentos
formados demonstraram haver uma relagéo filoge-
nética préxima entre os varios isolados. Ambos con-
tigs do HTS (565 e 651 pb) do isolado BR-Brae se
agruparam no maior clado (I) composto por isolados
de paises europeus, Canada e/ou EUA, enquanto o
clado Il foi formado apenas por isolados de ALV-1 da
Republica Tcheca e Canada (GenBank ON855045,
ONB855046, ON855050 e OP271662) (Figuras 3A e
3B). Varios estudos demonstraram a importancia do
HTS para detectar virus em macieiras e outras po-
maceas (Costa et al., 2022). Entretanto, o RNA-Seq

Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 39

(HTS) nem sempre ira recuperar genomas virais
completos, quase completos ou contigs maiores,
devido as caracteristicas de replicacdo do virus ou
mesmo devido a aspectos relativos a técnica em si
(Fajardo et al., 2017).

Aamostra de macieira da cultivar Braeburn, iden-
tificada como infectada pelo ALV-1 por HTS, tam-
bém foi confirmada como positiva para esse virus
por RT-PCR. Trés fragmentos diferentes de DNA de
tamanhos esperados foram amplificados, clonados
e sequenciados confirmando a infecgado pelo ALV-
1. As sequéncias obtidas com 443 nucleotideos

Figura 3. Relagdes filogenéticas baseadas nas sequéncias de nucleotideos alinhadas dos contigs de 565 nucleotideos no
gene da poliproteina P1-P2 (GenBank PP922176) (A) e 651 nt nos genes das proteinas P3 e P4 (PP922177) (B) do isolado
BR-Brae de ALV-1 e isolados homologos disponiveis no GenBank usando-se o método de maxima verossimilhanga.
Os alinhamentos foram realizados com o recurso MUSCLE. NUmeros nos ramos indicam valores de bootstrap. Foram
utilizados, para o grupo externo da arvore, o apple-associated luteovirus (AaLV, Luteovirus, NC_040549) e, para o isolado-

tipo do ALV-1, GenBank NC_040680.
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(GenBank PP824367), que codificam parcialmente
o gene da poliproteina P1-P2 (ORF1-ORF2); 478 nt
(GenBank PP824368), que codificam parcialmente
0 gene da poliproteina P3-P5 (ORF3-ORF5) e, final-
mente, 601 nt (GenBank PP824348), que codificam
parcialmente os genes das proteinas P7 (ORF7) e
P8 (ORF8) (Tabela 3) exibiram altas identidades de
nucleotideos com isolados homodlogos de ALV-1.
O isolado brasileiro BR-Brae de ALV-1 apresentou
identidades de nucleotideos de 97,7 e 97,5% com
o isolado PA8 (NC_040680), considerando os frag-
mentos de DNA de 443 e 478 pb, respectivamente,
e 99% com o isolado BC134 (OP271663). As iden-
tidades de nucleotideos dessas sequéncias do iso-
lado BR-Brae de ALV-1 com varios outros isolados
estrangeiros desse virus, disponiveis no GenBank,
foram altas, variando de 95 a 97,7% (443 nt), 93 a
98,5% (478 nt) e 96,7 a 99% (601 nt) (Figuras 4A e
4B).

Varallyay et al. (2022) analisaram nove geno-
mas quase completos de ALV-1. As identidades das
sequéncias e as analises filogenéticas os dividiram
em dois grupos e todos os isolados hungaros e
tchecos de ALV-1 foram agrupados segundo o pais.
Os autores também determinaram que a variabili-
dade estimada de nucleotideos atingiu 8% sendo
que a maioria das alteragdes de nucleotideos en-
contrava-se nas ORF1 e ORF5. Xiao et al. (2022)
detectaram o ALV-1 em cinco amostras compostas
de macieiras com as identidades das sequéncias de
nucleotideos desses isolados e o genoma de refe-
réncia do ALV-1 variando de 94 a 99%. Assim, os
resultados obtidos com o isolado brasileiro de ALV-1
séo similares as informagbes disponiveis para ou-
tros isolados desse virus.

O numero restrito de amostras indexadas por
RT-PCR para avaliar a presenca do ALV-1 poderia
ser uma explicacdo para a detecgado do virus em
apenas uma amostra. Este resultado sugere que
esse virus teria baixa incidéncia nas regides produ-
toras de magas do pais, ja que as amostras anali-
sadas originalmente foram coletadas em pomares
comerciais. Como a incidéncia projetada seria muito
baixa, haveria também menor possibilidade de dis-
seminagao do virus a partir de macieiras infectadas.
A area de cultivo da ‘Braeburn’ no pais é pequena, o
que também restringiria a eventual disseminacgao de
infecgdes virais. Liu et al. (2018) demonstraram que
o0 ALV-1 é transmissivel por enxertia para mudas de
macieiras e o virus pode se disseminar pela propa-
gacéo vegetativa de enxertos e/ou porta-enxertos.

O ALV-1 foi relatado em outros paises produto-
res de maga, incluindo Bélgica, Canada, Republica
Tcheca, Grécia, Hungria, Coreia do Sul, Turquia e

EUA (Liu et al., 2018; Lim et al., 2019; Malandraki
et al., 2020; Fontdevila Pareta et al., 2022; Varallyay
et al., 2022; Xiao et al., 2022; Akdura et al., 2024),
sugerindo ampla disseminagéo, provavelmente por
meio do intercAmbio de materiais propagativos in-
fectados. A importancia do ALV-1 para a pomicultura
deriva do fato desse patdgeno ter sido encontrado
associado a disfuncdes, nao totalmente esclareci-
das, caracterizadas pelo declinio da macieira em
varios paises. No nordeste dos EUA, esse virus, em
associagdao com ACLSV, ASGV e/ou ASPV, foi en-
contrado em plantas com sintomas do declinio rapi-
do da macieira (rapid apple decline, RAD), especial-
mente nas cultivares Fuji, Gala e Golden Delicious
enxertadas em varios porta-enxertos, sendo o M9, o
mais afetado. As macieiras afetadas apresentavam
necrose do tronco, rachaduras e cancros (Liu et al.,
2018). Na Coreia do Sul, o ALV-1 também foi detec-
tado em infecgbes multiplas, incluindo o ARWV 1,
em porta-enxertos de macieira M9 (Lim et al., 2019).

Vale destacar que a ‘Braeburn’ analisada apre-
sentou infecgdes multiplas com varios virus, incluin-
do os virus latentes ACLSV, ASGV e ASPV (Tabela
1), comuns em macieiras, além do ARWV 1 e ARWV
2, conforme relatado anteriormente por Nickel et al.
(2020) e da infecgao com o ALV-1, comprovada nes-
te trabalho. Em vaérios casos relatados (Malandraki
et al., 2020), o ALV-1 foi detectado em plantas doen-
tes exibindo infecgbes mistas com outros virus, difi-
cultando sua associagao com sintomas especificos
da doenga.

Provavelmente, as sindromes de declinio n&o
podem ser explicadas por um Unico fator. A infeccao
viral pode enfraquecer as plantas, contribuindo, no
futuro, para comprometer ainda mais a sanidade.
As andlises de sintomas indicaram a necessidade
de pesquisa multidisciplinar com foco em fatores
bioticos (fungos, bactérias, virus/viroides) e am-
bientais (baixa temperatura, tipo de solo e condi-
¢bes climaticas relacionadas ao estresse da plan-
ta) em face da etiologia aparentemente complexa
do declinio da macieira (Lee et al., 2023). Wunsch
et al. (2024) sugerem que os virus avaliados ASGV,
ACLSV, ASPV/AGCaV, ARWV 2, CCGaV, tobacco
ringspot virus (TRSV), tomato ringspot virus (TORSV) e
o viroide AHVd, dentre outros, nao seriam os princi-
pais responsaveis pelo declinio rapido da macieira
e destacam a necessidade de novos trabalhos para
avaliar a relacdo entre a fisiologia das plantas e o
estresse hidrico com o declinio da macieira, bem
como a eficacia potencial de praticas culturais para
a mitiga¢ao do problema.

Os dados de sequéncias virais obtidos neste es-
tudo para um isolado brasileiro de ALV-1 expandem
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Figura 4. Matriz de identidade de sequéncias de nucleotideos aos pares gerada usando um software de bioinformatica
(Muhire et al., 2014), incluindo duas sequéncias obtidas do isolado brasileiro de ALV-1, BR-Brae, com 443 nucleotideos
(GenBank PP824367) (A) e 478 nt (PP824368) (B) e varios isolados homodlogos estrangeiros desse virus disponiveis do
GenBank. Os paises de origem dos isolados sdo mencionados apods os codigos de acesso do GenBank. Sequéncia de
referéncia do ALV-1, NC_040680. A porcentagem de identidade entre as sequéncias esta representada como mapa de
calor.
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o0 conhecimento sobre a diversidade de virus que
ocorrem em macieiras no pais e podem contribuir
para a implementacao de testes diagnésticos mais
precisos visando indexar matrizes de macieira. E
importante ressaltar a necessidade de avaliar dife-
rentes cultivares de macieira para determinar pos-
siveis infecgdes pelo ALV-1, avaliar a disseminagao
desse virus, bem como sua possivel participagao na
etiologia de outras doencas, relevantes para a cultu-
ra. Este estudo amplia a distribuicdo geografica do
ALV-1, sendo a primeira caracterizagdo de um isola-
do desse virus associado a um acesso de macieira
no pais. Estudos adicionais sdo necessarios para
determinar a incidéncia, a prevaléncia e eventuais
efeitos negativos & macieira provocados pelo ALV-1
no pais.

Conclusoes

1) Constatou-se a predominancia de infec¢des vi-
rais multiplas em macieiras infectadas por trés
dos virus latentes investigados, o que pode re-
sultar em efeitos negativos mais pronunciados
nas infecgdes da macieira.

2) Foram demonstradas algumas especificidades
relativas ao diagndstico viral em macieiras infec-
tadas com diferentes virus, isolados e variante
virais. Obtiveram-se avangos em relagdo a com-
preensao da variabilidade e diversidade viral em
macieiras pelo emprego de diferentes técnicas
moleculares.

3) Uma variante genética do apple stem pitting vi-
rus, denominada apple green crinkle associated
virus, foi detectada e caracterizada pela primeira
vez associada a macieiras no pais.

4) Foi confirmada a identidade de um isolado bra-
sileiro de apple luteovirus 1 associado a um
acesso de macieira por meio de sequenciamento
convencional e de alto rendimento e amplifica-
¢ao direcionada.

5) Recomenda-se que os patégenos virais, isola-
dos ou variante abordados nesse trabalho se-
jam considerados em processos de produgéo e
indexagcado de matrizes de macieiras, visando-se
elevar a sanidade dos materiais propagativos uti-
lizados em pomares.
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