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' sao Lransmitidas atraves das sementes.

A simples troca, ou envio, de germoplasmas realizada entre paises ou
. - = H : ; ~ - ST e
ate dentro do proprio pais, pode causar a disseminagao de viroses transmissiveis

por sementes.

0 pesquisador, independente de sua area especffica de estudo, bem como
produtores de sementes certificadas, devem ficar conscientes deste problema e
sequentemente evitar sempre que poss{vel, que ele ocorra. Por outro lado, técni
1js envolvidos em servigos de quarentena devem pensar ainda na possibilidade de
chperar germoplasmas a partir de plﬁntulas sadias obtidas de um lote de sementes

infectadas. Isto, quando for possivel.

£ Em todo os casos, para que os lotes de sementes sejam consideradas li-
vres de virus, e necessario que se procedam a testes de detecgao.

’

E importante esclarecer, de imediato, que as técnicas utilizadas para
Aﬂtecgso de virus em sementes e mudas, nao sao tao préticos e simples como aquelas
tilizadas para fungos e bactérias. Por outro lado, € necessario enfatizar que embora
 ,viro1ogistas tenham desenvolvido técnicas répidas para detecgao e identificaggo
virus, elas nao sao suficientemente simples e economicas para serem utilizadas

tineiramente em paises como o Brasil. )

Muitos estudos sao ainda necessarios nesta area. Até o momento, as pes
isas tem procurado detectar a presenga do virus na semente. Muito poucas tem cor
slacionado a detecgao com a porcentagem de transmissao e reduzidos sao os trabalhos
emiolégicos que sugerem porcentagens permissfveis de transmissao de v{rus, pa-
‘aqueles casos onde a resistencia genética ainda nao foi encontrada. Estes niveis

iissiveis, ainda que dependentes da populaggo de vetores, deverao ser avaliados

}Jiwdo que os produtores ngo'sejam seriamente prejudicados e possam conviver com
{oenga nos seus niveis mais baixos de infecggo. Estudos detalhando os n{veis de

ffnsmissso do virus por semente, relacionados a reduggo de rendimento e niveis de

?ecggo de sementes colhidas posteriormente sao conhecidas em algumas culturas

‘ii como cevada (Hockett & Davis, 1970) e alface(Zink et al., 1956). Torna-se ne-
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cessario que os virologistas concentrem maiores esforcos nesta area, de modo que
se consigam estabelecer os niveis de transmissao de viroses para as culturas onde

eviste este tipo de problema. Nao se consideram aqui, aquelas viroses encontradas

normalmente nos campos de cultivo, infectando hospedeiros silvestres onde a erradi

-~ . ;
cagao e praticamente impossivel.
Estudos epidemiologicos carecem de maiores estudos na area de virologia.

~ ” ’
A transmissao de virus por sementes e constatada em maior intensidade
’ ki ’ . ’
na familia Leguminosae. No entanto, outras familias tambem apresentam essa caracte

ristica. Alguns exemplos constam do quadro 1.
TECN1CA3 "UE DETECGAO

£ ~ ,
Basicamente, os metodos utilizados para detecgao de virus em sementes
sao divididos em doi grupos:

1. Teste de observaggo visual
1.1. Avaliaggo de sintomas caracteristicos nas sementes e/ou plgntulas
1.2. AvaliagSO de sintomas caracteristicos em plantas indicadoras

2. Testes sorolégicos

2.1. Difusdo radial em agar

2.1.1. Difusao radial simples
2.1.2. Difusao radial dupla
2.2. Aglutinaggo com latex
2.3. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent asSAy)
2.4. DIB (Dot immuno bipding)
2.5. Immunoadsorggo em microscépio eletronico

As vantagens e desvantagens dos testes citados serao discutidos a se-

guir.
1- Teste de observaggo visual

. . o~
Assumindo-se que o virus e transmitido por sementes e que estas sao
° . 3 e o B . -
provenientes de plantas infectadas, o plantio delas originara plantulas com sinto
~ -~ ~ '
mas de infecgao. A proporcao dessas plantulas vai depender de varios fatores, tais

’ , TS o~ ’ - i
como: a- isolado do virus; b- epoca de infecgao; c- condigoes climaticas; d- culti



var; e- porcentagem de plantas infectadas no campo e, f- populagao de insetos veto-

res.

« Nos testes realizados para observacao visual de plantulas infectadas e

~ 4 ”,
para calculo da porcentagem de transmissao e necessario conhecer-se,qual ou quais
~ , . . . ) )
540 0s virus que ocorrem na especie vegetal analisada e qual a porcentagem de trans
missao. Isto vai determinar qual onumero de sementes que devem ser utilizadas no tes

4 rd 4
‘te. Em soja, o virus do mosaico comum e transmitido em porcentagens variaveis de O

~

;;;er, 1948; Porto & Haéédorn, 1975, Dunléavy, 1973). No CNPso tem-se uti

o a 60% (Co
lizado rotineiramente, 500-1000 sementes por amostra. Entretanto, o virus do mosai
co da alface ¢ transmitido em baixas porcentagens (0 a 8%) e devido a legislagao a

mericana exigir que os lotes de sementes devam conter 0% de transmissao, utiliza-se

: um numero maior de sementes (30.000) para testes (Grogan, 1980).
— i amia i 0 e . - Sk ISETE -
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Desta forma, quanto menor for a percentagem de transmissao, maior deve-

ra ser o numero de sementes testadas por amostra.

Os testes de observaggo visual exigem grande espago para execugao (te
lados ou casas de vegetagao) alem de necessitarem cerca de 30 dias para avaliacao
dos sintomas. No caso de nao se observar qualquer sintoma ou sintoma caracteristico
é necessario indexar algumas plantas atraves de inoculagso em hospedeiros diferen-
ciais para comprovar, ou nao, a presenca de virus. Isto pode ser dispensével depen
déndo da experiéncia do analista com determinados virus e espécies vegetais. Ana-
listas utilizaram, no passado, plantas de Chenopodiwm quinoa como indicadoras para
o virus do moséico.da alface. No entanto, plgntulas de soja quando infectadas pelo
virus do mosaico comum da soja apresentam sintomas bem caracteristicos que dispensam

o uso de plantas indicadoras. .

Se a concentfé§50<ab virus na plantula infectada for baixa, os testes de
inoculagao (indexagao) poderao ser negativos.

De acordo com Lange et al. (1983) os testes de observagao visual de;ﬂég
tulas para inspecgao de transmissao de virus por sementes apresenta algumas desvan-
tagens: 1 - alguns sintomas nao sao caracter{sticos, dificultando o diagnéstico e
necessitam analistas experimentados; 2 - a presenca de plgntulas sadias nao confirm
ausencia de virus (virus com infecggo latente) eha necessidade testes posteriores; 3
o tempo necessario para conclusao do teste e longo e ¢ préciso de grande espago

i
para plantio das amostras a serem analisadas.

Por outro lado, as vantagens deste testes sao: 1- simplicidade; 2- eco-
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nomicidade; 3- o teste informa qual e a porcentagem real de transmissao do virus.

2. Testes Sorologicos

~

~ ’
Nestes testes utilizam-se antissoros especificos,preparados a partir

’
do virus purificado.

Varios métodos sorolégicostém sido utilizados na deteccao de virus em
sementes, procurando diminuir o tempo de identificaggo do virus infectante e au-
mentar o numero de amostras analizadas. No entanto, estes metodos exigem para cada
virus, um antissoro espeb{fico. Analises de rotina exigirgo constante produggo de

antissoros.

Inicialmente, os virologistas utilizaram tecnicas tradicionais, tais
como difusao radial simples ou dupla, em meio de égar (Hamilton 1965; Shepard, 1970,
Shepard & Segon, 1970; Lima & Purcifﬁll, 1980; Carrol et al. 1979). Tecnicas de
difusao radial sao economicos por nao necessitarem equipamentos e/ou reagentes
iméortados e sao, em geral, adequados as condigaes brasileiras. Nos testes sorolé
gicos,em que se faz uso da difusao com virus alongados,é necessario utilizar subi
tancias capazes de fragmentar esses virus de modo a permitir a difusao dos mesmos

atraves do gel. Normalmente se utiliza SDS (Lima 9f’q1. & Purcifull, 1979).

2.1. Difusao Radial em Agar

2.1.1. Difusao radial simples

Uma descrigao dométodo e encontrada no trabalﬁo de Araujo & Carvalho
(1986). O antissoro, preparado para um espec{fico virus, € adicionado ao agar e
posteriormente distribuido numa placa de Petri. Apés solidificado, perfura-se o
gel em fileiras, obtendo—se 118 cavidades (placa de 7cm digmetro) onde serao colo
cadas as amostras maceradas. As placas sao mantidas a 249C por 24:48 horas. Nes-
se tempo, o extrato contendo o virus se difunde no meio (difusdo radial simples).
A ocorrencia de linhas brancas (halo de precipitado) ao redor das cavidades, con-

firma - presenga do virus na amostra testada.

- -~ ~ -~ ”
As reagoes vao depender principalmente da concentragao do virus na

rd
amostra e do titulo do antissoro.
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2.1.2. Difusao radial dupla

rd ~ ’, d
Neste metodo, o antissoro nao e incorporado ao agar, mas colocado num

.
£
a4

cic-ccntral, ao redor do qual havera outros orificios nos quais se colocam os

pate

or
extratos a serem analisados. Tanto o extrato,quanto o antissoro, se difundirao no
gel (difusio dupla). Havera formagao de linhas de precipitagao, sempre que houver

encontro do virus e seu respectivo antissoro, em proporgoes adequadas.

Da mesma forma que o teste de difusao redial simples, as reacoes depen

~ =~ : ? - :
derao principalmente da concentragao do virus no extrato e do titulo do antissoro.

2.2 Aglutinagao com latex

Micro-esferas de latex (0,81py diametro) tem a capacidade de absorver o

antissoro (ou antigeno) e aumentar o efeito aglutinante entre anticorpo e virus.

Inicialmente efetua-se a adsorggo do antissoro com as micro-esferas de
latex. De acordo com Van Regemmortel (1982) esta ligaggo ocorre dentro de uma limi-
tada faixa na concentragao de antissoro ou imunoglobulina purificada. Estas micro-
esferas, assim tradas, serao posteriormente utilizadas em testes de microprecipiti
na em mistura com extrato de sementes. A formaggo de precipitado indicara a presen

¢a de virus no extrato analisado. Um esquema deste metodo e apresentado na figura 1.

Lundsgarrd (1976) sugeriu este teste para analise de rotina na deteccao
de sementes de cevada, infectadas pelo virus do mosaico em faixa de cevada ( Barley

stripe mosaic v{rus).
2.3 Teste de ELISA

Este teste, descrito em 1974 por Voller et al., foi adaptado para uso
com viroses de plantas por Clark & Adams (1977). ELISA possui algumas vantagens so
bre os testes sorologicos comentados anteriormente (2.1.1 e 2.1.2) e tem sido,atual-

rd ’
mente, utilizado em inumeras areas de pesquisa.

4 ~
Suas vantagens basicas sao: a- grande sensibilidade; b- rapidez e c-

economia de antissoro. Centenas de amostras podem ser realizadas em 9-10 horas.

O teste baseia-se na atividade de um enzima (ex. fosfatase alcalina, pero
xidase; B-galactosidase, etc.) ligada a imunoglobulina espec{fica para determinado

virus, sobre um determinado substrato. Um esquema do metodo esta nasfiguras 2 e 3.

Diversas alternativas desta tecnica foram criadas (Koenig & Paul,1982)



mas nao serao discutidas neste trabalho.

O teste de ELISA foi utilizado pela primeira vez, na detecggo de virus
ca *sementes, por Lister (1978). De acordo com o autor, a sensibilidade do teste

aumentou quando foi utilizado hipocotidos de sementes germinadas.

As dificuldades para execuggo rotineira deste teste estao relacionadas

a aquisicao de equipamentos importados e ao custo dos reagentes cuja maioria e

tembem importada.

Uma importante observagao quanto ao uso da tecnica de ELISA_esté nos
estudos de Lister (1978) e Mataka et el. (1983), os quais encontraram .pro-
porcionalidade entre a detecgao do virus do mosaico comum em sementes de soja e a
detecggo visual do virus em pléntulas provenientes dos mesmos lotes de sementes

analisadas por ELISA.

Por outro lado, Childress & Ramsdell (1986) nao obtiveram essa correla-

ggo em trabalho com o'blueberry leaf mottle virus'-

~ - ’,
Essas discrepancias sugerem a necessidade de mais pesquisas nesta area.

2.4, DIB

0 metodo conhecido com "dot immunobinding" foi descrito por Towbin &
Gordon (1984) . Seu funcionamento e semelhante ao metodo de ELISA. O suporte f{si
co utilizado aqui € a membrana de nitrocelulose ao inves de microplacas (ELISA).
DIB foi utilizado por Wang et al. (1985) para detecgso do virus do mosaico comum

do feijao, em sementes.

1}
De acordo com Lange & Heide (1986), a vantagem do metodo DIB sobre a

técnica de ELISA e que ele nao necessita do leitor de microplacas e utilizamenores

quantidades de imunoglobulina e de conjugado.

No entanto, nossa experiencia no Brasil mostra umalto custo para as mem

branas de nitrocelulose.

Outra desvantagem refere-se a impossibilidade de quantificar oteor de

virus na amostra visto que o metodo DIB e apenas qualitativo.
2.5. Imunoadsorggo em microscopia eletronica (IME)

4 ~ ~ ~
Esta tecnica baseia-se no fenomeno de decoragao e corresponde a forma

~ ¢ . . ?
cao de uma camada continua, formada por anticorpos, ao redor da particula de virus.



Apenas o virus, para o qual o antissoro foi preparado, sera coberto pelo antissoro.

4 . e - . N . 3 . . -

A tecnica de imunoadsorcao em microscopia eletronica foi utilizada pri

meiramente por Derrick (1973), com outra denominagao: microscopia eletronica soro-
logicamente especifica. Essa denominaggo foi posteriormente alterada - - (IME) por

Roberts & Harrison (1979).

’,
Resumidamente, a tecnica consiste em se cobrir os grids (previamente
preparados com carbono), com determinado antissoro. Apos 30 minutos, retira-se todo

0 excesso e cobre-se novamente com a suspensao contendo o virus ou extrato de plan

ta ou semente.

~ ~ ’ '
Os anticorpos adsorvidos pelo grid se ligarao as particulas do wvirus
homologo do antissoro. Procede-se a coloracao negativa e a seguir observa-se no mi

. -
croscopio eletronico.

A tecnica IME apresenta algumas vantagens, tais como: sensibilidade,

analise quantitativa e rapidez. E necessario contudo, ter em maos os antissorosdos

’ rd .
principais virus presentes na especie analisada.

De acordo com Lange et al. (1983), ¢ necessario determinar o melhor
tampao para o teste. Segundo estes autores, tampao fosfato 0,05M pH 7,0 foi adequa

do para alguns virus mas nao foi para outros.

A possibilidade de uso da IME no Brasil nao e encorajadofa. Além da bai
xa disponibilidade de ME no pa{s, os aprelhos existentes sao super-utilizados, re-

duzindo a chance de uso rotineiro com IME em trabalhos cooperativos.



- SUMARIO

A preocupaggo existente entre fitopatologistas quanto aos aspectos €pl

demiologicos ‘de virosestransmissiveis por sementes, sao evidentes em todos os con-

gressos anuais da Sociedade Brasileira de Fitopatologia.

Diversos virologistas (Nagai & Costa, 1971; Costa et al., 1971) tem
controlado esse problema, na medida do poss{vel, atraves do uso de genétipos com
resistencia genética. Navimpossibilidade de se usar resistencia a infecgso pelo
virus, existe a possibilidade de se utilizar resistencia a transmissao (Bowers

et al. 1982). Além disso, o processo epidemiolégico pode tambem ser reduzido ou

eliminado pelo emprego da resistencia ao vetor (Daubeny & Stary, 1982; Irwin &

Goodman, 1980°9.

-® = — - | =

~ Na imboég;bilidade de‘sérencontrar ou utilizar qualquér destes tipos
de resistencia genética, torna-se necessario entao, se estabelecer os niveis mini-
mos permissfveis de transmissao, reconhecendo-se particularidades de cada complexo
5 et
virus-hospedeiro. :
Foi considerando a importSncia dos virus transmitidos por sementes que
os virologistas desenvolveram e/ou aperfeigoaram técnicas sensiveis e répidas para
detecggo de virus em sementes. No entanto, ainda existem grandes questoes quanto a
importancia de detecgao do virus e a taxa de transmissio em plantulas, que servirao
como fonte de inoculo para disseminag;o de doencas no campo e serao responsaveis pelos da
nos a cultura. De acordo com Zink et al. (1956) a porcentagem de plantas de alface
que se tornam infectadas no campo depende da quantidade de sementes anfectadas uti
lizadas no plantio e da mobilidade dos insetos vetores. Segundo os autores, se a
taxa de transmissao do virus do mosaico da alface excede 0,1%, o controle e insa-
tisfatorio. Similar efeito foi observado por Hockett & Davis (1970) com o virus do

. =
mosaico em faixas da cevada. Porcentagens de transmissao superior a 4% no plantio

causaram cumento na porcentagem de transmissao das sementes colhidas.

Os metodos de ELISA e DIB, por exemplo, nao separam part{culas infecti
vas e nao infectivas. Consequentemente,valores obtido na detecgso podem nao se cor

relacionarem a valores obtidos na transmissao observada em plantulas.

De acordo com Hamilton (1983), a sensibilidade destes metodos pode cau
sar a desqualificagao de um lote de sementes certificadas apenas pela confirmagao

de um embriao infeétado que, pode ou nao, originar uma plantula infectada. Por outro

lado, infecgao do tegumento, originaria um resultado positivo mas o virus com cer-
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teza nao infectaria a plantula. Ainda, segundo Hamilton (1983), qualquer resulta-
"do positivo é sem significgncia desde que nao se associe informagaes'sobre a taxa

de transmissao.

Lister (1978) obteve valores proximos ao comparar detecgao e transmis
sao ao testar lotes de sementes infectadas com virus do mosaico comum dé ‘soja,
utilizando hipocétilos de sementes germinadas. Esta metodologia e interessante, vis
to que, as mesmas sementes utilizadas em testes de germinagSO seriam utilizadasmnos
testes de detecgao do virus, utilizando-se os hipocétilos. 0 uso de hipocétilos

foi tambem por Lima & Purcifull (1980), nos testes sorologicos de difusao radial.

Um estudo feito por Van Regenmortel (1982) consta do quadro 2 e compa-

; ’,
ra a sensibilidade de varios testes sorologicos.

~ ~ ~ rd
Na atual situagao, sao poucos os casos onde a detecgao esta correlacio
~ ~ ~ ’
nada a transmissaos:-De igual modo, sao poucos os casos em que se conhece o nivel
’ ~ ~
de danos a partir de um nivel conhecido de transmissao, considerando condigoes nor

mais para desenvolvimento de insetos vetores.

Em.pa{ses, cujos reagentes para ELISA ou DIB necessitam de importaggo e
custam muito caro, acredita-se que-o uso de tecnicas economicas e eficientes .-como
difusao radial e/ou testes de observégSO visual sao suficientemente eficientes pa-
ra testes rotineiros. A producao de antissoros para um limitado numero de v{rusfpg
de ser obtido atraves de um sistema cooperativo entre o 1aborat6rio de analise de

rd
sementes e os laboratorios de virologia normalmente estabelecidos em universidades

= ou alguns orgaos de pesquisa. [

Sumarizando, e importante que se discutam varias questoes antes de se

~ z
qual metodo utilizar na detecgao de virus por sementes.

decidir por

Sugere—-se aos epidemiologistas e virologistas do Brasil que se empenhem

o >
em estudos cooperativos que permitam correlacionar detecgao com transmlssao alem

& . .
de se aprofundarem em estudos dos diversos complexos virus-hospedeiro, existentes

nas nossas condigoes. e L Ce— N o ] T



