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VL.
RESUMO

Com o objetivo de estudar o efeito quimioterdpico de Virazole (1-B-D-
ribofuranosil -1, 2, 4 - triazol -3 - carboxamida) in vitro sobre virus de plantas, dois modelos de
estudo foram realizados. No primeiro utilizou-se calos de videira Vitis vinifera, Seibel 2,
infectados com o virus do enrolamento da folha da videira (VEFV), e calos de fumo Nicotiana
tabacum "TNN" e Gomphrena globosa L. infectados com o virus do anel do pimentdo (VAP).

No segundo, for utilizado um modelo aplicado, visando a obtengdo de plantas de limoeiro
Galego Citrus aurantifolia (Christm.) Swing) livres do virus da tristeza dos citros "citrus
tristeza virus" (CTV). Os objetivos especificos foram: 1) Testar o efeito do Virazole em calos
cultivados in vifro, comparando: a) diferentes tipos de virus (closterovirus e tobravirus) e b)
efeito do Virazole sobre um mesmo virus em duas espécies de plantas hospedeiras. 2) Avaliar a
possibilidade do uso de Virazole para obtengdo de plantas citricas livies do CTV por mini-
enxertia realizada in vitro.

Os resultados mostraram que o Virazole inibiu a multiplica¢do dos 3 virus em
estudo (VEFV, VAP e CTV), pertencentes a dois grupos distintos: closterovirus (VEFV e
CTV) e tobravirus (VAP).

A utilizagio de calos infectados com virus e tratados com Virazole in vitro,
mostrou ser um modelo de estudo eficiente para avaliar o efeito desse composto quimioterapico
sobre virus de planta. A indexagio serologica das amostras coletadas a cada subcultura dos
calos permitiu acompanhar a evolugdo do contetido de virus no decorrer de varias subculturas
sucessivas. Os resultados mostraram de modo geral, que a quantidade de virus presente varia
muito pouco nas culturas de calos mantidas em auséncia de Virazole. As concentragdes mais
baixas utilizadas ndo inibiram a multiplicagio dos virus, ao passo que concentragdes mais altas
do produto provocaram uma diminuigio progressiva da concentraciio de virus a cada subcultura
até que as particulas virais ndo foram mais detectadas nos testes serologicos. 0 desenvolvimento
da cultura foi afetado por concentragdes altas de Virazole, sendo que algumas concentracdes
foram fitotoxicas, dependendo da planta e do tecido tratado.

Em calos de videira infectados com VEFV o Virazole inibiu de maneira
significativa a replicagdo do virus. A inibigio foi proporcional a concentragio do produto



utilizada. A 50 ppm niio foram detectadas particulas virais nos testes serologicos. 0 Virazole
atuou rapidamente em diminuir a concentragdo do VEFV & um nivel baixo em calos em
proliferagdo, porém, um longo periodo de incubagdo foi necessario para obter completa
supressdo dos virus. Esses resultados sdo consistentes com a possibilidade de que a atividade
anttviral do Virazole se manifesta por sua ag#o na sintese de novas particulas mais do que uma
inativagio direta dos virus existentes.

0 Virazole foi capaz de inibir a multiplicacdo do VAP em calos de fumo, mas ndo
em calos de (. globosa. Em fumo a concentragdo de 200 ppm eliminou os virus presentes nos
calos, enquanto que em calos de (. globosa o Virazole ndo foi efetivo em nenhuma das
concentragOes testadas. Possivelmente essas plantas apresentam vias metabolicas alternativas
para a replicagdo do RNA viral ( e ndo aquela inibida pelo Virazole).

A eficiéncia do Virazole em eliminar o VAP foi também dependente do estagio
de desenvolvimento dos tecidos tratados. 0 Virazole inibiu a muitiplicacdo de virus quando

pedacos de folhas foram utilizados como explantes, porém, ocorreu pouca ou nenhuma inibigdo
quando celulas de calos ndo organizados foram tratadas com Virazole.

0 Virazole inibiu a multiplicagdo do CTV & concentragdo de 200 ppm. Essa
inibigdo foi verificada pela auséncia de sintomas especificos do virus da tristeza nas plantas
obtidas. As plantas cresceram tdo bem quanto as plantas sadias. 0 Virazole ndo foi efetivo a 100
ppm. Nessa concentracdo o virus provocou paralisagdo do crescimento das plantas e as folhas
apresentaram sintomas de palidez das nervuras, especificos da doenga. Esses resultados foram
confirmados por ELISA e "Western-blot".

Com bases nesses resultados, conclui-se que o Virazole € um quimioterapico
eficiente para a obtengio de plantas livres de virus, dependendo da espécie vegetal, do virus
envolvido e das condi¢Ges de tratamento.



1. INTRODUCAO

As doengas causadas por virus e virdides podem ser um fator limitante para culturas
economicamente importantes. Nas culturas anuais, ou cujo ciclo produtivo dura alguns anos, os
problemas causados por virus sdo geralmente minimizados pela utilizagio de formas de
resisténcia genética, que € incorporada nas novas variedades. Neste caso os virus espalham-se
principalmente através do insento vetor, ja que as plantas obtidas de sementes verdadeiras sdo
geralmente livres de virus. Ja no caso de culturas perenes, onde a multiplica¢do vegetativa das
plantas ¢ largamente utilizada, a principal via de infecg@o por virus € através da perpetuagio em
materiais propagados vegetativamente. Um dos meios de evitar os danos causados por virus,
que ndo possuem vetor eficiente é o controle preventivo, isto é, a utilizagio de material

propagativo sadio. No caso do virus da tristeza dos citros "citrus tristeza virus" (CTV), que

possui vefor eficiente, é importante se dispor de material livre do virus para testar outras
possiveis solugdes, como a protegio cruzada.

Os principais métodos utilizados para a eliminagdo de virus sdo a termoterapia, a
quimioterapia e a cultura de tecidos, que tém sido usados tanto sozinhos ou em combinagio.
Tradicionalmente esses métodos tém sido aplicados em plantas envasadas. Tendéncias atuais
consistem em aplicar procedimentos terapéuticos para material vegetal mantido in vitro
(SPIEGEL et al., 1993).

Entre as principais técnicas disponiveis para a erradicagio de virus em plantas, a
quimioterapia € a mais nova e a menos utilizada, em grande parte pela dificuldade de se
encontrar compostos com amplo espectro de acfio, capacidade de inibir completamente a
replicagio viral e possuir indice quimioterapico elevado.

Os estudos sobre quimioterapia antifitoviral foram iniciados na década de cinquenta
(MATHEUS & SMITH, 1955), mas somente a partir de 1970 tomaram um novo impulso com
a descoberta de enzimas codificadas pelos virus, que diferem em muitos aspectos de enzimas
analogas presentes em células ndo infectadas (VICENTE & DE FAZIO, 1982, 1987,
SCHUSTER, 1984), Tendo como alvo o bloqueio dessas enzimas codificadas por virus, novos
agentes antivirais tém sido sintetizados nos ultimos anos ( BILLIAU & DE CLERQ, 1981).

Uma variedade de compostos naturais ¢ sintéticos, muitos dos quais sdo de interesse
em virologia animal e vegetal, tém sido testados quanto ao seu potencial para eliminar virus,
tanto de RNA como de DNA, em plantas.

Os compostos mais estudados tém sido os antimetabolitos, substincias capazes de
bloquear a sintese do 4acido nucléico viral. Entre eles estdo os analogos das bases purinicas (8-

azaguanina, ribavirin, tiazofulin e selenazofulin) e os analogos das bases pirimidinicas (2 -



tiouracil, 5 - azadihidroxiuracil, 2,4 - dioxohexahidro - 1.3.5 - triazina = DHT). Além desses
compostos foram testados fungicidas sistémicos, herbicidas e reguladores de crescimento, que
tém mostrado uma certa atividade antiviral. (VICENTE & DE FAZIO, 1987). As pesquisas
tém sido concentradas no Ribavirin (Virazole), DHT e, recentemente, em um derivado do
DHT, diacetyldihydro - 5 - azauracil-DHT (DA - DHT) (SCHUSTER, 1988).

_ Os compostos quimicos podem ser pulverizados ou injetados em plantas infectadas,
ou mesmo incorporados em mefo nutritivo nos quais as plantas crescem in virro. (HANSEN,
1989, SCHUSTER, 1988).

Virus de diferentes grupos e em diferentes hospedeiras tém sido eliminados com
sucesso em brotos jovens tratados com Virazole, DHT e DA - DHT.

0 presente trabatho teve como objetivo geral testar o efeito terapéutico do Virazole
aplicado em materiais cultivados in vitro, técnica que permite um controle eficiente da dosagem
do composto aplicado nos tecidos. Para isto foram realizados dois modelos de estudo. No

primeiro utilizou-se calos de videira Vitis vinifera, Seibel 2, infectados com o virus do
enrolamento da folha (VEFV), e calos de fumo Nicotiana tabacum, "TNN" e Gomphrena
globosa L. infectados com virus do anel do pimentdo (VAP). No segundo foi utilizado um
modelo aplicado, visando a obtengdo de plantas de limoeiro Galego (Cirrus aurantifolia
(Christm.) Swing.) livres do virus da tristeza dos citros (CTV).

Os objetivos especificos foram:
1. Testar o efeito do Virazole em calos cultivados in vitro, comparando:
a) diferentes tipos de virus: closterovirus e tobravirus.

b) efeito do Virazole sobre um mesmo virus em duas espécies de plantas hospedeiras.

2. Avaliar a possibilidade de uso do Virazole para obtengdo de plantas citricas livres do CTV
por mini-enxertia realizada in vitro.



2. REVISAO DE LITERATURA.,

2.1. Yirazole.

Virazole ¢ o nome comercial do ribavirin ou 1-B-D-ribofuranosil-1,2. 4, -triazol-3-
carboxamida, o qual constitue o primeiro agente antiviral de sintese, nfio indutor de interferon,
que apresenta um amplo espectro de agiio (WITKOWSKI ef a/,1972). E um pé branco
cristalino, muito soltivel em agua, que em representagio bidimensional aparece como analogo
de base pirimidinica. Todavia, a analise precisa de sua estrutura por difraciio aos raios X
mostrou que, com respeito a geometria de sua fungdo carboxamida, a estereoquimica do

ribavirin ¢ muito proxima daquela da guanosina (base purinica constituinte dos Acidos
nucléicos, RNA e DNA) (PRUSINER & SUNDARALINGAM,1973) (Fig. 1).

Existe, além disso, evidéncias bioldgicas (reversio do efeito do ribavirin pela
guanosina, xantosina e, em uma menor medida, inosina) indicando que o ribavirin simula a
guanosina e que seu modo de acdo deve ser em relagdo ao metabolismo de nucleotideos
derivados da guanosina (STREETER et al., 1973).

0 Virazole € uma substéncia antiviral que apresenta um amplo espectro de agdo. A
substdncia inalterada, e seus metabolitos inibem um certo numero de processos bioguimicos,
conduzindo ao bloqueio da sintese e da translocagdo de particulas virais. Trata-se de um
processo virostatico, nfio viricida, com respeito ao qual, os virus nio deveriam desenvolver
resisténcia rapidamente (SMITH, 1980), ou seja, o Virazole atua sobre a sintese de novas
particulas virais e no sobre os virus ja existentes.

0 Virazole ¢ um agente ativo contra numerosos virus, tanto de RNA como de DNA
do homem e de animais (SIDWELL ef al., 1972). E interessante notar que certos virus, tal
como o virus da poliomielite (¢ de outros picornavirus), ndo s3o afetados pela presenga do
Virazole (SIDWELL et al, 1972).

0 fato do Virazole ndo ser igualmente eficaz com relagdo a todos os virus, sugere
que sua a¢do antiviral se refira a um acontecimento especifico do metabolismo viral ou da
relagdo existente entre a célula hospedeira e o virus. 0 Virazole apresenta, além disso, efeitos
citostaticos e mesmo citotOxicos em concentragdes que dependem da origem e do tipo de
células empregadas.
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Fig. 1. Similaridade estrutural entre Virazole (A) e Guanosina (B).



2.1.1. Metabolismo do Virazole,

Os primeiros estudos do metabolismo do Virazole em mamiferos mostraram que o
grupo carboxamida era facilmente hidrolisado em acido livre. Depois, foi estabelecido que esta
hidrolise podia se produzir, seja antes, seja apds o desligamento da ribose (MILLER et al.,
1977). Entre estes metabolitos ndo fosforilados, somente o ribavirin e sua base nio ribosilada
(1,2,4-triazol-3~carboxamida) apresentam uma atividade antiviral nas células animais; o acido
carboxilico livre ndo ¢ ativo como um antiviral.

Estudos do "pool” interno de ribavirin na célula viva mostraram que uma proporgio
importante do produto ¢ fosforilada rapidamente in vifro em sua forma trifosfato. A proporgio
entre tri, di e monofosfato ¢ de 25:5:1. Dessa maneira é esperado que o ribavirin intracelular se
encontre principalmente sob a forma trifosfato (ZIMMERMANN & DEEPROSE, 1978).

2.1.2. Modo de ac¢io de Virazole.

0 Virazole monofosfato ¢ um inibidor competitivo potencial da inosina monofosfato
desidrogenase (IMP - desidrogenase), (STREETER ef al, 1973), ¢ como esta enzima esta
envolvida nas Ultimas etapas da sintese da guanosina monofosfato, pode-se esperar disso que o
Virazole monofosfato exer¢a um maior efeito sobre o "pool" de nucleotideos derivados da
guanosina. A inibigdo de IMP- desidrogenase estd efetivamente demonstrada em culturas de
células animais.

Embora a atividade do Virazole monofosfato sobre a IMP- desidrogenase e sobre o
"pool" de nucleotideos derivados da guanosina possa explicar sua atividade antiviral, é mais
provavel que esta Gltima esteja ligada a um mecanismo mais especifico. De fato, se o (nico
efeito sobre a IMP- desidrogenase for responsavel pela atividade antiviral do ribavirin, o efeito
citotoxico seria igual ao efeito antiviral (salvo se vias metabolicas alternativas existissem para a
sintese da guanosina trifosfato celular e ndio para aquela utilizada pelo virus). Ndo se poderia
entdo, explicar a falta de atividade do ribavirin sobre certos virus (picornavirus), assim como a
auséncia de aglo antiviral de outros derivados triazolicos, os quais inibem a IMP-
desidrogenase (KUMMERT & TOUSSAINT, 1984).

Considerando que o Virazole ¢ um anélogo de nucleosideos, pode-se supor que ele
poderia ser incorporado na estrutura fosfodiester priméria do DNA ou do RNA. Estudos
exaustivos mostraram, todavia, que o Virazole ndo ¢é incorporado de maneira significativa no
DNA, ¢ somente mais fracamente, em uma frago co-purificada com RNA celular, mas que



consiste, em um material de baixissimo peso molecular, separivel dos RNA celulares por
eletroforese. Como o Virazole intracelular se encontra principalmente sob a forma de ribavirin
trifosfato (RTP), € razoavel supor que ¢ sob esta forma que ele exerce sua atividade de
antiviral (ZIMMERMANN & DEEPROSE, 1978).

Os primeiros trabalhos acerca da atividade antiviral do Virazole mostraram que a
RNA polimerase do virus de Influenza A ¢ inibida pelo RTP e que se trata de uma inibi¢io
competitiva da guanosina trifosfato e adenina trifosfato (ERIKSSON et af., 1977); o mesmo
RTP ¢ inativo, com respeito a outras RNA-polimerases de virus animais ou bacterianos
(SMITH et af., 1980).

0s RNA mensageiros de um grande numero de virus, assim como aqueles de células
de organismos eucariontes, sdo processados depois da sintese pela elabora¢do de uma estrutura
"cap”, consistindo em uma guanosina metilada em C7, ligada por seu grupamento 5 hidroxila

ao grupamento 5 hidroxila do penultimo nucleotideo, por uma ponte trifosfato. Ensaios

efetuados com o virus da vacina mostraram que o RTP apresenta um poderoso efeito intbidor
sobre a reagio de guanilagdo da extremidade 5' hidroxila do RNA mensageiro viral sintetizado
in vitro (GOSWAMI e/ al, 1979). Resultados preliminares indicam que para o RNA
mensageiro do virus da vacina, o Virazole € incorporado no "cap” em substituigiio 4 guanosina
monofosfato terminal impedindo a sua multiplicagio. Essa inibi¢do da multiplicagdo resulta-se
de uma diminui¢o da eficacia do RNA mensageiro em sistema de tradugio de proteinas. Por
outro lado, o RNA do virus da encefalite do cavalo, que néo possui o "cap”, multiplica-se em
células tratadas pelo ribavirin.

0 exame de efeitos bioquimicos de ribavirin mostra claramente que esta substincia
interfere em numerosas vias metabolicas do virus e da célula. Seus modos de agdo sdo,
aparentemente, multiplos, geralmente alterando o "pool” dos nucleotideos e inibindo a
formagdo pos-transcricional do "cap" de RNA mensageiros (SMITH, 1980).

2.1.2.1. Virazole em plantas.

Os eventos bioquimicos que levam & erradicagio de virus de plantas por compostos
quimicos ndo sdo bem compreendidos. Pouco se conhece sobre o mecanismo de agio do
Virazole na inibi¢do da multiplicagio de virus em plantas. A maioria das pesquisas realizadas
at¢ 0 momento, tém sido feitas em condigdes de laboratorio, com hospedeiras experimentais.

Segundo KLUGE & MARCINKA (1979), o mecanismo de a¢do do Virazole em
plantas parece ser similar ao descrito para viroses animais, envolvendo a inibicdo da enzima



IMP-desidrogenase e consequentemente reduzindo o suprimento de nucleotideos, bloqueando a
multiplicagdo do virus (STREETER et al, 1973). 0 Virazole pode ser ativo na sua forma
trifosfato, que inibe o "capping” do RNA viral (DAWSON & LOZOYA -SALDANA, 1984).
Por isso a droga € de agfo seletiva ndo mostrando efeito inibidor sobre o "tobacco necrosis
virus"  (INV), que nfo possue a estrutura 5 “cap" (LEARCH,1987).

Recentemente, foi concluido que o Virazole e DHT inibem a replicacio do virus X
da batata "potato virus X" (PVX) num estagio inicial , pela diminui¢io da sintese de RNA-
polimerase RNA-dependente e num estagio posterior pela diminuigdo da sintese de capa
proteica (SCHUSTER & HUBER, 1991).

LEARCH (1977) testou a eficiéncia do Virazole em plantas de fumo infectadas com
PVX, em tratamento com solugiio hidropnica. Os resultados mostraram uma redu¢io no
conteudo de virus nas folhas inoculadas de plantas tratadas com Virazole no 5° e 8© dia apds a
inoculagdo. Essas plantas apresentaram-se mais vigorosas do que os controles ndo tratados.

Houve também um decréscimo na quantidade de particulas virais com o aumento da distincia
do sitio de inoculago. Nas folhas mais altas ndo foi detectado nenhuma particula. As plantas
aparentemente cresceram sem virus. Segundo o autor, o primeiro efeito representa uma
inibigio da multiplicagdo dos virus, sem interferéncia no processo de translocagio . A
diminuigdo do contetido de virus nas folhas mais altas pode ser devido a um atraso na
translocagéo dos virus, concomitante com sua biossintese inibida. Alternativamente, o Virazole
ou seu metabolito poderia se acumular nas folhas mais jovens resultando em uma inibigdo mais
forte.

CASSELS & LONG (1980) obtiveram regeneracdo de plantas de fumo livres do
virus Y da batata "potato virus Y" (PVY) e virus do mosaico do pepino "cucumber mosaic
virus" (CMV), in vitro, a partir de brotos adventicios tratados com Virazole. SHEPARD
(1977) obteve regeneracio de plantas de fumo livres de PVX a partir de protoplastos de folhas
infectadas e tratadas com Virazole, in vitro. 0 produto adicionado ao meio de cultura nio
erradicou efetivamente os virus de calos em proliferagio, obtidos a partir de protoplastos.
Entretanto, quando os calos foram tratados com Virazole em meio de cultura que induz
brotagdo resultou na auséncia de infecgdio das plantas regeneradas. Os autores sugeriram um
efeito do Virazole na restrigio do movimento dos virus para tecidos jovens em
desenvolvimento.

SIMPKINS er af (1981) testaram a eficiéncia do Virazole sobre o CMV em tecidos
cultivados in vitro. Os resultados mostraram uma rapida diminui¢io no contetudo de virus nos

tectdos, porém, um longo periodo de incubagio com o produto foi necessario para obter
completa supressao dos virus. Foi sugerido que o Virazole inibiu a sintese de novas particulas e

que periodos mais longos foram necessarios para a degradagdo das particulas ja existentes.



0 Virazole quando aplicado imediatamente apés a inoculagfio provou ser eficiente no
controle da infecgio sistémica causada pelo virus do vira cabega do tomateiro ("tomato spotted
wilt virus” TSWV- Tospovirus), em plantas de fumo e tomate (DE FAZIO er al,, 1980). A
concentracdo que se mostrou mais eficiente para controlar ou atrasar a infecgdo sistémica
causada pelo TSWV foi de 250 mg/l, quando aplicada entre 1 ou 4 dias antes da inoculagio do
virus. Verificou-se que o Virazole além de inibir a multiplicagdo viral, atrasou a translocacio do
virus no interior das plantas de fumo.

Resultados similares foram obtidos por BITTNER er al. (1989), que conseguiram
eliminar o virus S da batata (PVS) de explantes de 5 cultivares de batatas infectadas, apos 3
passagens em meio nutritivo contendo Virazole. Os resultados confirmaram que PVS nio pode
ser eliminado por um Gnico tratamento com Virazole, uma vez que essa substincia ndo elimina
0 virus ja sintetizado e sim a replicagio de novas particulas.

STEVENSON & MONETTE (1983) trabalhando com cultura in vitro de Vitis

vinifera "Liemberger" infectadas com o virus do enrolamento da folha (VEFV) e tratadas com
Virazole, verificaram que a concentragdo de 100 mg/l adicionada ao meio de cultura atrasou de
maneira significativa o aparecimento de sintomas da doenga. Enquanto os controles ndo
tratados exibiram sintomas tipicos 37-41 dias apds os brotos terem sido colocados em meio
para enraizamento das culturas in vitro, as plantas originadas dos brotos submetidos a
tratamento com Virazole exibiram sintomas 75-110 dias apoOs a transferéncia para o meio de
enraizamento.

Desses resultados foi concluido que o efeito de Virazole sobre o VEFV ¢ transitorio,
ele ndo elimina os virus do material original infectado. Se isso for verdadeiro, o efeito
virostatico da droga pode ter tornado menos pronunciado uma vez que os explantes foram
removidos do meio contendo Virazole e o titulo do virus pode ter aumentado dentro da planta
até que sintomas tipicos de enrolamento da folha apareceram.

BELLES ef al. (1986) estudaram o efeito protetor e terapéutico de Virazole contra
infecgdo causada pelo viroide da exocorte dos citros "citrus exocortis viroid" (CEV) em plantas
de Gynura aurantiaca DC. Foi verificado que aplicagdes de Virazole em plantas expressando
sintomas, comegando 25 dias apos a inoculagiio levou a uma redugo gradual na severidade de
sintomas nas folhas jovens formadas, até o quase desaparecimento dos sintomas nas folhas
formadas cerca de 3 semanas apos o inicio do tratamento. Todas as concentra¢des de Virazole
entre 300 e 1.400 mg/l foram igualmente efetivas. Concentragdes menores de 300 mg/l ndo
foram efetivas, enquanto que sintoma de fitotoxicidade (enfezamento das plantas e epinastia das

folhas) ocorreu com tratamentos 4 concentragdes de 1.600, 1.800 ¢ 2.000 mg/l.

Os autores sugeriram que Virazole exerceu efeito no processo replicativo do virdide,

uma vez que a mmfectividade e patogenicidade das moléculas do virdide ndo foram afetadas por



exposigdo direta do produto. Este efeito estaria relacionado com a inibigio da sintese de
guanosina pelo Virazole. Como CEV ¢ relativamente rico em guanosina é concebivel que o
Virazole afeta a replicagdo do virdide mais severamente do que a produgio de acido nucléico
do hospedeiro.

A resposta para quimicos antivirais em citros foi dependente do antiviral, sua
concentragdo e a espécie usada como hospedeira. GRENO et al. (1990) obtiveram alguns
tipos de respostas quando 5 compostos antivirais (citosina - 1-b-D- arabino-furanoside-HCI (
Ara-C); 8-azaguanina; 3-fluoro-deoxiuridina (FudR), Virazole e 2-tiouracil) foram usados em
meio de cultura para crescimento de explantes a partir de fontes infectadas. Somente alguns dos
tratamentos resultaram em plantas livres de virus. Dos patogenos estudados ("citrus tristeza
virus" - CTV, "citrus infectious variegation virus" - CIVV e o virdide da exocorte "citrus
exocortis virus" - CEV), o CTV foi o mais sensivel aos quimicos antivirais testados. Esse efeito

foi notavel com uma estirpe fraca infectando laranja doce. Os resultados obtidos com estirpe

severa foram dificeis de interpretar. Enquanto os resultados de ELISA indicaram que 3 dos
quimicos testados exerceram algum efeito sobre virus, o pobre desenvolvimento das culturas e
sua deficiéncia para enraizar assemelharam-se ao desempenho de culturas infectadas.
Entretanto, considerando a efetividade de Virazole contra a estipe fraca infectando lima acida e
laranja doce, e a recuperacio real de plantas livres de CTV parece razoavel assumir que o
efeito observado contra a estirpe severa reflete uma inibiciio real de CTV, embora mascarada
pela resposta da hospedeira que ¢ muito sensivel a esta estirpe.

Experimentos realizados para controlar o TSWV em plantas de fumo mostraram que
0 Virazole além de reduzir substancialmente o conteudo de virus, também induziu mudangas na
fisiologia das plantas, que poderiam ser atribuidas a uma alteragdo no nivel enddgeno de
citocininas. (DE FAZIO ez al,, 1984). Ensaios com plantas de fumo comprovadamente sadias
foram realizados a fim de verificar o efeito do Virazole sobre o crescimento e a senescéncia das
plantas, o crescimento do tecido de calo de fumo in vitro, o enraizamento secundario e a
reversdo do efeito do Virazole pelo acido abscisico (ABA). Os resultados mostraram que o
Virazole a 500 mg/l induziu um maior nimero de gemas laterais, como consequéncia da quebra
de domindncia apical, aumentou o conteddo de clorofila nas folhas, aumetou o crescimento em
calos de fumo e inibiu a formagdo de raizes que pdde ser revertido pelo ABA.

GRENO et al. (1990) verificaram que a adigiio de Virazole em meio de cultura
afetou o desenvolvimento de explantes de citros. Houve um aumento no nimero de brotagdes
na gema contida nos explantes cultivados na presenga de Virazole. Esses explantes produziram

brotos maiores que os controles cultivados em meio padrio. 0 aumento de vigor como um

resultado de tratamento com Virazole também tem sido descrito para Nicotiana tabacum sob
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condi¢des de casa de vegetagdio ( LEARCH, 1977; SCHUSTER, 1979) e culturas i vitro de
N. rustica (SYMPKINS et al., 1981).

2.2. Consideragbes gerais sobre o virus do enrolamento da folha da videira (VEFV),

O enrolamento da folha "grapevine leafroll” € uma das principais doencas da videira,
afetando-a a nivel mundial (GOHEEN, 1988). Ela esta amplamente disseminada em todas
as areas viticolas do mundo, infetando muitas cultivares de copas e porta-enxertos, causando
danos econdmicos como redugdo no conteudo de agucar dos frutos, diminuigio da produgio e
declinio generalizado das plantas, entre outros.

A primeira indicagdo de sua possivel natureza viral foi relatada ja no inicio do século,

por SCHEU (1936), devido a doenga ser transmitida por enxertia. Entretanto, diferentes virus
tém sido descritos associados ao enrolamento da fotha, dificultando qualquer conclusio sobre
seu agente causal. Eles incluem virus do tipo isométrico (CASTELLANQ ef al,
1983, GUGERLI et al., 1984), potyvirus (TANNE et al., 1977) e particulas tipo closterovirus
(NAMBA er al, 1979; CONTI et al, 1980, GUGERLLI ef af .,1984; MILNE ef al., 1984;
ROSCIGLIONE & GUGERLI, 1986; ZEE et al, 1987, ZIMMERMANN et al,1988;
BOSCIA et al,, 1990; HU et al., 1990).

Um determinado nimero desses closterovirus tém sido parcialmente caracterizados
quanto a massa molecular da proteina da capa, perfil de RNA (ds RNA) ¢ morfologia da
particula (GUGERLI ef al,, 1984; BOSCIA et al., 1990, HU er al., 1990). Existem tipos de
closterovirus serologicamente distintos e s&o referidos como I, IL, IIL, IV ¢ V (ROSCIGLIONE
etal, 1986; HU et al., 1990, WALTER & ZIMMERMAN 1990; GUGERLI & RAMEL, 1993)
(Tab.1). '

NAMBA et al(1979) encontraram particulas semelhantes a closterovirus com
comprimento de 1.000 nm em cortes finos de tecidos do floema e em preparagdes "leaf-dip"de
videiras infectadas com enrolamento da folha, mas nio em plantas sadias.
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Tab.1 Propriedades de Closterovirus isolados de videiras infectadas com enrolamento

da folha.
ISOLADO PARTICULA PROTEINA RNA REFERENCIA
nm MM 103 MM 100
GLRaV Japio 1000 NAMBA, et al. 1979
GLRaVvV 1] 2200 GUGERLI et al. 1984
GLRaV Il 1800
GLRaV 1400 ds RNA MOSSOP et al. 1985
8

NY-1 1800-1900 43 ds RNA ZEE et al. 1987
(GLRaV TII) 10 HU & GONSALVES,

1988
CA-5 36 BOSCIA et al. 1990
(GLRaV II)
GLRaVv ] 38 GUGERLI et al. 1990
GILRaV 1I 36
GLRaV III 43
GLRaV'l 2.250 39 ds RNA 10- | ZIMMERMANN et al.
GLRav II 1.750 26 12 1990
GLRaV 1II 1.950 43 WALTER and
GLRaV IV 36 ZIMMERMANN, 1990
GLRavV 1.650 36
GLRaV1 38.8 GUGERLI and RAMEL,
GLRaV Il 26.5 1993
GLRaV HI 443
GLRaV IV 347
GLRavV Vv 35.6
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GUGERLI et al. (1984) purificaram particulas associadas a closterovirus, com 2.200
nm de comprimento, a partir de folhas de videiras infectadas com enrolamento da folha.
Posteriormente foi produzido o primeiro antissoro policlonal especifico, o que levou ao uso de
testes ELISA para diagnésticos de rotina. Dois sorotipos com particulas de 2.200 nm (tipo I) e
1.800 nm (tipo II) foram identificados e fortemente relacionados com sintomas de enrolamento
da folha em diversas cultivares de videira. Por outro lado, MOSSOP er al. (1985)
encontraram particulas semelhantes a closterovirus com 1.400 nm de comprimento a partir de
videiras infectadas com enrolamento de folha. A massa molecular de ds-RNA era de
aproximadamente 8x100.

ROSCIGLIONE & GUGERLI (1986) utilizaram
antissoros para particulas do tipo I e II para andlises serolégicas de 40 amostras de videiras
com enrolamento da folha, provenientes da Italia. Ndo houve reaciio com cerca de 50% das
amostras, indicando assim, a presenga de um terceiro sorotipo (Tipo III), de particulas tipo

closterovirus associadas com o enrolamento da folha.

ROSCIGLIONE & GUGERLI (1989) demonstraram que GLRaV III era
serologicamente relacionado ou idéntico ao isolado NY-1 de videiras provenientes dos USA,
infectadas com enrolamento da folha. ZEE ef al., (1987) confirmaram a presenga de particulas
semelhantes a closterovirus e vesiculas caracteristicas em células de tecido floematico de
videiras com enrolamento da folha provenientes da California e Nova lorque. As particulas
purificadas apresentaram 1.800 e 1.900 nm. Um antissoro para o isolado Nova Yorque (NY-1)
foi produzido e reagiu com GLRaV III da Europa (ROSCIGLIONE & GUGERLI, 1986,
1989).

HU & GONSALVES (1988) produziram anticorpos monoclonais especificos para
closterovirus NY-1 (GLRaV III). A massa molecular da proteina da capa de NY-1 foi de 43 x
103. Um RNA especifico (ds RNA), com massa molecular de 10 x 109 foi consistentemente
extraido de videiras com enrolamento da folha. Segundo os autores este seria provavelmente a
forma replicativa do RNA gendmico.

BOSCIA e al. (1990) produziram um antissoro para o isolado da Califérnia (CA-5)
de GLRaV II e determinou que a massa molecular da proteina da capa era de 36 x 103,

GUGERLI et al. (1990) produziram anticorpos monoclonais para GLRaV I e
GLRaV III. Usando esses anticorpos determinaram a massa molecular da proteina da capa
como sendo de 38 x 103 ¢ 43 x 103, respectivamente. Em preparagdes infectadas com GILRaV
II foi encontrada uma proteina dominante com massa molecular de 36 x 103 usando antissoro

policlonal,

HU et al. (1990) testaram sete isolados do enrolamento da folha quanto a suas
relagdes serologicas através de testes de microscopia eletronica de imuno adsorgiio (MEIAD).
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Os resultados indicaram que havia sorotipos serologicamente distintos e que infecgdes mistas de
videiras com diferentes sorotipos I, I, III e IV foi proposto. Os isolados CA-3 e CA-4 da
California, USA, foram designados sorotipo IV.

ZIMMERMANN ez al. (1990) isolaram GLRV I, GLRV II, GRL Il e GLRV IV, a
partir de videiras com enrolamento da folha. Anticorpos policlonais foram produzidos e
utilizados para caracterizagdo e diagnostico. 0 capsideo das particulas apresentou uma Gnica
espécie de proteina com massa molecular ao redor de 39, 26, 43 e 36 x 103, respectivamente.
Analises serologicas de muitas videiras mostraram uma estreita correlagio entre a presenca
dessas particulas com enrolamento da folha em Vitis vinifera Pinot noir.

WALTER & ZIMMERMANN (1990) produziram antissoro policlonal especifico
para GLRaV I, II, III e IV, os quais foram utilizados em testes ELISA e imuno microscopia
eletronica. Nio ocorreu reago cruzada entre as quatro viroses. GLRaV I, GLRaV I e GLRaV
III e GLRaV 1V reagiram com antissoro tipo I, II, III ¢ CA-4, respectivamente. GLRaV Il

também reagiu com NY-1. Foram encontradas videiras detectadas positivas em testes de
indexagdo, que continham particulas semehantes a closterovirus que néo reagiram com nenhum
desses antissoros. Essas particulas foram chamadas de GLRaV V. Os autores determinaram o
comprimento das particulas do tipo I, II, IIl e V como sendo 2.200 - 2.300 nm; 1.700 - 1.800
nm; 1.800 - 2.100 e 1.400 - 1.700 nm, respectivamente. A massa molecular das proteinas do
capsideo foi estimado em 39 x 103 para GLRaV 1, 26 x 103 para GLRaV IL, 43 x 103 para
GLRaV Il e 36 x 103 para GLRaV V. Foi detectado ds RNA com massa molecular ao redor
de 10 a 12 x 106 em videiras infectadas com GLRaV.

GUGERLI & RAMEL (1993) produziram antissoro monoclonal para GLRaV II e
verificaram que em testes de microscopia eletrdnica de imunoprecipitado (IPEM), ocorreu
variavel grau de decoragdo, indicando uma infecgio mista. Algumas particulas decoraram
enquanto que outras ndo. 0 componente que foi reconhecido pelo antissoro monoclonal foi
designado GRLaV II b e o componente nio identificado de GLRaV II a . Em analises de
"Western blot"a proteina do capsideo de GLRaV TI apresentou massa molecular de 26.5 x 103,
Os autores determinaram também a massa molecular da proteina da capa dos sorotipos I, 11,
IV, V e GVA, como sendo 38.8, 44.3, 34.7,. 356 ¢ 25.1 x 103, respectivamente, utilizando
anticorpos monoclonais.

Recentemente esfor¢os tém sido desenvolvidos no sentido de elucidar o agente
causal da doenga. Em relagdo aos trabalhos mencionados acima, existem evidéncias suficientes
de que particulas tipo closterovirus, com comprimento maximo de 1.800 a 2.200 nm, estio
significantemente associadas com o enrolamento da folha em videiras. Entretanto, outros virus

podem interferir na doenga, tornando assim a etiologia mais complicada.
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2.2.1. Transmissio.

0 enrolamento da folha € convencionalmente transmitido por varios métodos de
enxertia. (KUNIYUKI, 1978, ZIMMERMANN e¢f al, 1990). Vetores afideos nfio sdo
conhecidos na natureza entretanto, os virus podem ser transmitidos por espécies de cochonilha
branca ( "mealy bug").

ROSCIGLIONE & GUGERLI (1986), transmitiram GLRaV I ¢ GLRaV 1I por
Pseudococcus longispinus, enquanto que ROSCIGLIONE & GUGERLI (1989) conseguiram a
transmissdo de GLRaV III de videira com enrolamento da folha para videira sadia, pelo mesmo

vetor. Em Israel, o isolado NY-1 (GLRaV IlI) foi transmitido de videira infectada para sadia
por Pseudococcus longispinus. As plantas inoculadas desenvolveram sintomas caracteristicos
4 meses apds a inoculagdo (TANNE ef al, 1989). Tentativas de transmissio do virus do
enrolamento da folha por inoculagio mecénica para plantas testes herbaceas e para videiras
deram  resultados negativos (KUNIYUKI, 1978, BARBA et al, 1989).

WOODHAN & KRAKE (1983) obtiveram sucesso em transmitir o enrolamento da
folha de uma videira para outra por cuscuta ( Cuscuta campestris L.). Os sintomas obtidos
foram idénticos aqueles de transmissio por enxertia. Esses autores, entretanto, ndo
conseguiram transmitir a doenca de videiras para plantas herbaceas utilizando esse método. 0
virus ndo ¢ transmitido pela semente (BOUBALS, 1969; KUNIYUKI, 1978). A presenga do
virus nos vinhedos ocorre através da propagagio vegetativa de plantas infetadas de copa,
cavalo ou ambos (KUNIYUKI, 1978).

2.2.2, Plantas Hospedeiras e sintomatologia.

0 enrolamento da folha pode ocorrer em todas as espécies do género Fitis causando
sintomas diversos de acordo com a cultivar, o isolado do virus e as condi¢des ambientais.

Os sintomas incluem folhas enroladas para baixo, rugosas e quebradicas, sendo que
variedades com frutos escuros apresentam folhas com as éreas internervais avermelhadas,

enquanto que variedades com frutos claros desenvolvem clorose internerval. Ocorre diminui¢do
na produtividade e redu¢@io do conteudo de agucar, devido ao atraso da maturagio dos frutos
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(GOHEEN, 1970).

Existem variedades de copas que nfo mostram sintomas evidentes, ou mesmo nio o
apresentam quando .infetadas (CHAMBERLAIN ef a/., 1970). Em muitas variedades de porta-
enxertos a infecgfo pelo virus ¢ latente (GOHEEN, 1970).

0 enrolamento da folha é diagnosticado através de enxertia em videiras indicadoras
sensiveis, uma vez que muitas variedades tradicionais ndo mostram sintomas em campo. Além
disso, sintomas de avermelhamento e amarelecimento, assim como enrolamento das folhas
podem ser provocados por outros fatores, dificultando o diagnostico. (KUNIYUKI, 1978).
Atualmente existem muitas variedades de videira que sdo utilizadas como plantas indicadoras
nos testes de indexagdo, mostrando sintomas tipicos dentro de 6-18 meses. Entre elas estdo as
variedades Cabernet, Cinsaut, Gamay, Mission, Pinot noir e o hibrido LN-33 (GOHEEN et al.,
1959, 1970, HEWITT, 1963; BOVEY, 1965, citado por KUNIYUKI (1978). Segundo
KUNIYUKI (1978) nenhuma variedade cultivada em S3o Paulo serve como indicadora,

utilizando-se assim, as mesmas variedades usadas no estrangeiro. As varedades Pinot noir e
LN-33 foram as melhores indicadoras nas condiges do Estado de Sd@io Paulo, sendo que a
deteccdo de virus foi mais segura quando a leitura de sintomas foi feita em folhas maduras dos
ramos originados da brotagiio de primavera seguinte & enxertia (KUNIYUKI, 1978).
Atualmente testes ELISA e MEIAD tém sido utilizados para diagndstico mais rapido da
doenga.

2.3. Consideragdes gerais sobre o virus do anel do pimentio (VAP).

2.3.1. Propriedades gerais.

Uma moléstia de virus em pimentdo (Capsicum annum 1..), encontrada no municipio
de Sio Carlos, SP, em 1960, foi denominada anel ou mancha anular do pimentdo. De acordo
com as propriedades biologicas, bem como dados preliminares sobre a morfologia e serologia
do virus do anel do pimentdo (VAP), COSTA ef a/. (dados ndo publicados) permitiram sua
inclusdo no grupo "rattle” do fumo (Nicotiana tabacum L.).

Durante muitos anos os isolados foram classificados como sorotipo III (estirpe
CAM) do grupo do virus "rattle” do fumo (VRF), porém, foi considerado mais tarde como um
virus separado.
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0 virus do anel do pimentdo, juntamente com os virus "rattle"do fumo e "pea early-
browing virys" (PEBV) foram, a principio, agrupados sob o nome de netuvirus (particulas
tubulares transmitidas por nematdides), mais tarde, o nome do grupo foi mudado para
tobravirus "Tobacco Rattle Virus" (HARRISON ez al, 1971).

Os virus pertencentes a esse grupo sdo caracterizados como tendo um genoma
dividido em duas espécies de RNA de fita simples {ss RNA) de polaridade positiva, RNA 1 e
RNA 2 contidas respectivamente em particulas longas e curtas com forma de bastonetes
rigidos, de dois comprimentos especificos.

As particulas longas por si proprias s@o infectivas, enquanto que as curtas ndo sio
(HARRISON & NIXON, 1959; SILVA, 1965; OLIVEIRA, 1967). As particulas  curtas
carregam o gene para a capa proteica (GHABRIAL & LISTER, 1973).

Isolados que produzem particulas normais sdo chamados de tipo M. Outros isolados,
tipo N-M, ndo possuem RNA 2 e néo produzem particulas virais. S3o mantidos em plantas pela

replicagdo de RNA 1. Tais infecgGes podem se disseminar de célula para célula mas
aparentemente ndo via floema, e causam sintomas que tipicamente so mais severos do que
aqueles induzidos pelos 1solados tipo M da mesma estirpe do virus.

A transmissdo do virus do anel do pimentfio ocorre através de um vetor natural, o
nematoide Trichodorus christiei (SALOMAQ, 1969), embora outras espécies de familia
Trichodoridae ndo foram testadas. COSTA e KITAJIMA (1968), obtiveram até 30% de
transmissdo do VAP através da semente de tomateiros infectadas. O virus também ocorre no
grio de polen (CAMARGO et al., 1969, GASPAR, 1980).

2.3.2. Plantas Hospedeiras e Sintomatologia.

0 VAP ¢ o unico representante do grupo na America do Sul. Ele foi registrado
somente no Brasil infectando tomateiros (Lycopersicum esculentum Mill.) em Jacutinga, MG e
Itapeva, SP. Mais recentemente o VAP foi constatado no Estado do Parana (LIMA ef al,
1983) em plantagdes comerciais de tomateiros do Distrito Federal (CUPERTINO ef af .,
1991). As principais doencas causadas pelo virus sio a mancha anular do  pimentdo
(KITAJIMA er al., 1969), faixa amarela no tomateiro (SILBERSCHMIDT, 1963), e faixa
amarela na alcachofra ( CHAGAS et al,, 1972).

0 VAP possut uma ampla variedade de hospedeiras, embora nenhum estudo
sistémico tem sido descrito. De acordo com HARRISON & WOODS (1966) e KITAJIMA ef
al. (1969) as principais hospedeiras sdo:



17

- Chenopodium amaranticolor - causa lesdes locais necroticas, algumas tendem a se propagar,
se desenvolvem em 3-5 dias; ndo é sistémico.

- Nicotiana clevelandii - as folhas inoculadas permanecem sem sintomas; as infectadas
sistemicamente desenvolvem um discreto "white netting"ou permanecem sem sintomas.

- Nicotina tabacum L. cv. Samsum TNN (fumo): as folhas inoculadas permanecem sem
sintornas; folhas infectadas sistemicamente desenvolvem um leve mosqueado.

~ Phaseolus vulgares 1. - desenvolve lesBes locais necréticas em 2-4 dias; ndo sistémico.

- Pisum sativum L. (ervilha) e Vicia faba - pequenas lesGes necréticas locais; ndo sistémico.

2.3.3. Composiciio da particula.

2.3.3.1. Acido nucléico.

0 acido nucléico do VAP que representa 5% da massa da particula (SIL.VA, 1965), ¢
RNA de fita simples, linear, composto de duas espécies gendmicas, RNA 1 ¢ RNA 2,
encapsidadas separadamente em particulas longas (200 nm) e curtas (55 nm)
respectivamente, (KITAJIMA 1967, KITAJIMA ef al., 1969). 0 RNA 1 possui massa
molecular de 2,5 x 10 e o RNA 2 de 0,7 x 108, Sio constituidos de 25,5% G; 29,5% A,
16,5% C e 28,5% U e de 243% G, 26,1% A, 17,6% C e 32,0% U, respectivamente
(MINSON & DARBY, 1973).

ABOU HAIDAR & HIRTH (1977) mostraram que a estrutura terminal 5' de 70-
75% de moléculas de RNA 2 do VAP era m7G5'ppp5'AP, porém, nio encontraram uma
estrutura "cap” similar em RNA 1. A tradugfio de ambas espécies de RNA genémico de VRF €
inibida pelo quepe analogo m’ GTP (PELHAM, 1979) sugerindo que ambas possuem "cap".

A sequéncia de RNA 2 do VAP ¢ conhecida, compreende 1.799 bases. Os primeiros
resultados de sequenciamento de RNA 1 mostraram que 460 bases no terminal 3' sdo idénticos
aquelas em RNA 2; ndio possuem cauda poli A™- Esses resultados concordam com os obtidos
por MINSON & DARBY (1973), que mostraram que uma sequéncia ou sequéncias totalizando
cerca de 500 bases nucleotidicas sfio substancialmente a mesma nas duas espécies de RNA do
VAP

A rephicagdo do RNA 1 em plantas sem o RNA 2, indica que provavelmente contém

um cistron para a sintese de uma RNA replicase ou componente da replicase. Essa idéia é
suportada pelo fato de que duas variantes do VAP com mutagGes no RNA 1, que as tornam
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sensiveis & temperatura, falharam em sintetizar RNA viral a temperatura nfio permissiva
(ROBINSON, 1974). Em infecgBes por RNA 1 sozinho, nenhuma particula proteica &
produzida, sugerindo que o gene da capa proteica esta em RNA 2.

Ambas espécies de RNA contém genes que afetam os tipos de sintomas produzidos
em plantas infectadas. A morfologia das lesdes induzidas por pseudo-recombinantes em M.
tabacum cv. Xanthi - nc era sempre aquela do isolado que doou RNA 1. Entretanto, os tipos
de sintomas sistémicos em . clevelandii infectados com isolados pseudo-recombinantes foram
aqueles caracteristicos de isolados do qual RNA 2 foi derivado (ROBINSON, 1977). Em
alguns casos, o tipo de sintoma ¢ afetado pelos determinantes em ambas partes do genoma. Em
C. amaranticolor infectada com VAP (FROST ef al., 1967), as lesGes que contém particulas
virais (RNA 1 + RNA 2) aparecem menos necréticas do que aquelas que ndo tém. Assim, RNA
1 carrega um determinante para a producdio de lesdo nesta hospedeira, enquanto que um
determinante em RNA 2 modifica o tipo de lesdo.

2.3.3.2. Proteina da capa.

A particula do VAP ¢ constituida de 95% de proteina (SILVA, 1965). Em gel
desnaturante de poliacrilamida - SDS, proteinas da particula migram como uma Unica banda, e
as proteinas das particulas longas e curtas sfo indistinguiveis (COOPER & MAYO, 1972).
Estimativa da massa molecular foi de 21 KDa e 22KDa para trés estirpes de VRF, 23 KDa
para o VAP e 21 KDa para o PEBV. A composi¢io de aminoacidos tem sido determinada para
proteinas de algumas estirpes do VRF e do VAP (MIKI & OKADA, 1970). A maioria é
compativel com uma massa molecular entre 21 KDa € 23 KDa (MAYO & ROBINSON; 1975).

2.4. Consideracdes gerais sobre o virus da Tristeza dos citros (CTV)

A tristeza causada pelo CTV ¢ a doenga economicamente mais importante dos citros
no mundo ( BAR. JOSEPH et al., 1989, MULLER & COSTA, 1993).

0 nome tristeza foi empregado para designar uma moléstia de natureza entio
desconhecida que afetava combinagtes de laranjas doce (Citrus sinensis (L.) Osb.) enxertadas
em laramja azeda ( C. aurantium L), observada desde 1937, em pomares de citros do vale do
Paraiba, SP, Brasil e inicialmente denominado "a doenca dos citros no vale do Paraiba”
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(BITANCOURT, 1940, citado por MULLER & COSTA, 1993). Anteriormente, ja havia
registros de sintomatologia da tristeza em outras partes do mundo. O primeiro foi de uma
incompatibilidade em laranja doce enxertada em azeda, observada na Africa do Sul no inicio do
século. A tristeza recebeu denominagdes tais como "podredumbre de las raicillas de los citros"
na Argentina (ZEMAN, 1930}, Citrus quick decline virus (FAWCETT & WALLACE,
1946); Lime die-back virus (HUGHES & LISTER, 1953) e Grapefruit stem pitting virus
(OBERHOLZER er al., 1949) .

Assim que a doenga apareceu, um virus foi suspeito ser o patogeno
(BITANCOURT, 1940), porém, até 1946 a tristeza ndo tinha sido transmitida
experimentalmente por afideos (MENEGHINI, 1946), nem por enxertia (FAWCETT &
WALLACE, 1946). Testes comparativos de transmissdo sugeriram que os problemas ocorridos
em cada pais eram todos manifestagdes da mesma doenga (GRANT er al, 1951, citado por
BAR-JOSEPH et al., 1989).

2.4.1. Transmissio,

A transmissdo do virus da tristeza, por enxertia, ¢ conhecida ha bastante tempo e
pode ser feita através de borbulhas, garfos, pedagos de folhas e raizes. 0 virus pode ainda ser
transmitido por cuscuta.

Embora a transmissdo mecénica fosse considerada quase impossivel pela dificuldade
de introduzir o virus no floema (PRICE, 1968), GARNSEY et al.(1977), conseguiram efetua-la
através de cortes transversais no caule, com limina de corte contaminada. Neste tipo de
transmissdo a concentragdo viral no indculo é um fator importante. A eficiéncia de transmissio
€ baixa quando o processo de contaminagdo da ldmina € feito através de corte de uma planta
infectada, porém, pode alcangar 100% quando o indculo é obtido de uma preparagio purificada
do virus (GARNSEY e al, 1977, MULLER & GARNSEY, 1984). Esses ultimos autores
consideram pouco provavel a ocorréncia de transmissio mecanica acidental por meios de
instrumentos de poda, quer pelo pequeno numero de cortes geralmente feitos, quer pela baixa
concentragdo de indculo.

Em condigdes naturais os principais vetores sio diversas espécies de afideos:
Toxoptera citricidus Kirk., . I' aurantii (B. de F.), Aphis gossypii (Glov)), A. citricola, A.
craccivora (Koch.), Myzus persicae Sulz. e Dactynotus jaceae L. O pulgdo preto T citricidus
Kirk. ¢ praticamente o Unico vetor eficiente em nossas condigdes, podendo um unico afideo
transmitir o virus com eficiéncia da ordem de 17% (BAR. JOSEPH e a/, 1980). Segundo esses
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autores, a relagdo virus-vetor ¢ do tipo ndo circulativo, de maneira semi-persistente. Os
periodos minimos de aquisi¢do e de inoculagdo sdo da ordem de 30 minutos. A eficiéncia de
transmissdo ¢ crescente para tempos de aquisi¢io até 24 horas e de inoculagdo até 6 horas. O
afideo deixa de ser virulifero em menos de 48 horas e a existéncia de um periodo de jejum antes

da aquisi¢io ndo afeta eficiéncia de transmissdo.

2.4.2. Plantas hospedeiras e Sintomatologia.

0 virus da tristeza infecta a maioria das espécies, cultivares e hibridos de citros.
Outras Rutaceas nido citricas (que nfio pertencem aos géneros Fortunella, Poncirus ¢ Citrus)

podem também ser hospedeiras dos citros: Aeglopsis chevalieri Swing., Afraegle paniculala
(Schum.) Engl, e Pamburus missiones (Wt) Swing, (WALLACE, 1978). As unicas

hospedeiras conhecidas que ndo pertencem a familia Rutacea sdo certas espécies de Passiflora
(MULLER et al, 1974; ROISTACHER & BAR. JOSEPH, 1987).

A reagiio de diferentes espécies de citros, hibridos e géneros afins & infecgdo por
CTV, varia consideravelmente. Algumas plantas tais como Poncirus irifoliata (L) Raf,, alguns
hibridos entre P.trifoliata e laranja doce (Citrus sinesis (L.) Osb.) ou P. trifoliata ¢ pomelos
(C. paradisi), assim como Severinia buxifolia e Swinglea glutinosa sio resistentes a CTV
(GARNSEY et al., 1987). Ocasionalmente, P. trifoliata ou seus hibridos mostraram sintomas
de CTV,embora o virus ndo fol verificado como agente causal (CALAVAN et al, 1972).

A expressdo de sintomas varia, via de regra, com a espécie hospedeira e a severidade
do isolado da tristeza. Em geral, as tangerinas tém alta tolerdncia a tristeza. Laranjas doces e o
limdo Cravo (C. limonia Osb.) de uma maneira geral ndo sdo afetadas pelos virus, mas podem
sofrer danos quando infectadas com isolados fortes. 0 virus afeta tipos de citros com tecidos
intolerantes como as limas acidas, pomelos, algumas laranjas-doces mais sensiveis como a Pera,
outros de menor importincia econdmica, ¢ também outros géneros de Rutaceas (MULLER &
COSTA, 1993).

Os sintomas de tristeza na sua concepgdo classica, isto €, aquele observado em
combinagdes de citros suscetiveis ao virus tendo como porta-enxerto a laranja azeda, sio
caracterizados por folhas ligeiramente bronzeadas, aspecto coridceo, quebradicas, em alguns
casos, amarelecimento da nervura principal, ou amarelecimento total das folhas velhas, declinio

rapido da planta, seca gradativa dos galhos a partir extremidades, necrose dos tubos crivados

da laranja azeda, podriddo das radicelas e morte da planta, em muitos casos.
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Arvores afetadas podem apresentar caneluras invertidas na face interna da casca do
cavalo de azeda. Um espessamento da casca pode ser observado nessa regido, Algumas vezes
as plantas declinam rapidamente, outras vezes, ficam enfezadas e cloréticas, nio perecendo.

Plantas afetadas apresentam redugdio e, nos casos mais graves paralisacio do
crescimento. Algumas vezes encontram-se plantas de aspecto normal com um ou mais galhos
afetados, outras vezes observam-se galhos que se destacam pelo seu vigor do resto da copa
afetada.

Nas folhas de limas acidas, do Aeglopsis chevalieri Swing., Afraegle paniculata
(Schumm.) Enlg., Pamburus messiones (Wt,) Swing., Citrus combava Raf,, C. histrix D.C. e
possivelmente outrass Rutaceas, observam-se sintomas considerados como caracteristicos para
a presenga da tristeza, apresentando palidez das nervuras que se mostram translucidas quando
observadas contra luz (WALLACE, 1968). Esses sintomas ocorrem principalmente em folhas
Jovens e podem desaparecer quando elas amadurecem. As folhas apresentam-se com tamanho

reduzido, acanoadas, com extremidade distal voltada para cima. Algumas vezes ocorre
amarelecimento total da folhagem.

Arvores afetadas apresentam reduc@o na produtividade. Os frutos s3o pequenos, de
coloragdo verde palida, vulgarmente denominados "coquinho”. Tais frutos apresentam baixo
teor de suco e acidez elevada.

Quando a casca dessas arvores sdo retiradas, observam-se sintomas denominados
caneluras "stem-pitting", que sdo depressdes rasas e alongadas que ocorrem no lenho. As
caneluras podem ser encontradas no tronco como também nos galhos mais finos.

2.4.3, Caracterizacio e Serologia do CTV.

0 CTV € um virus limitado ao floema, possui particulas alongadas, flexuosas, de
simetria helicoidal, com dimensdes aproximadas de 2.000 nm x 11 nm ( KITAJIMA et al,
1963; BAR. JOSEPH et al., 1979). KITAJIMA ef al., (1963) demonstraram a associacio entre
manifestagOes patologicas e a presenga de particulas virais filamentosas "thread like particles".
A partir dai, muitos trabalhos foram feitos visando purificar essas particulas (PRICE, 1966;
SILVA et al., 1965).

BAR. JOSEPH ef al, (1970) conseguiram a caracterizagio parcial do CTV. Foi
criado o grupo dos closterivirus, englobando o CTV ¢ outros virus filamentosos de diversos
tamanhos € hospedeiras muito distintas (BAR. JOSEPH & HULL, 1974). Desde entdo, muitas

modificagdes no processo tornaram possivel uma purificagio mais rapida e a preservagio de
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particulas inteiras (BAR. JOSEPH er al., 1985, GONSALVES et al., 1978; LEE et al., 1987
TSUCHIZAKI ef al., 1978).

0s primetros antissoros para o CTV foram obtidos por OLIVEIRA, 1964; SILVA ef
al., 1965. OLIVEIRA ef al, (1969) obtiveram um titulo 1:1024 para antissoro, utilizando
como antigeno preparagdes parcialmente purificados do virus, em testes de micro-precipitina e
de tubo.

A obtengdo de antissoros suficientemente especificos para o CTV ¢ relativamente
recente ¢ relaciona-se com a methoria das técnicas de purificagio conseguida no final dos anos
setenta. Consequentemente, diversas técnicas serologicas foram desenvolvidas para o estudo do
CTV. Dessas incluem imunodifusdo SDS (GARNSEY ef al, 1979), Enzyme - liked
immunosobant assay - ELISA { BAR. JOSEPH et al., 1979);, Radioimunoensaio RIA (LEE et
al., 1981), Microscopia eletrénica de imuno-adsor¢o- MEIAD (GARNSEY e al, 1980);

Imunofluorescéncia (TSUCHIZAKI et al., 1978) ¢ Western-blot (ZEINEH et al., 1986).

Os anticorpos mono e policlonais até agora obtidos tém reagido com a maioria dos
isolados com que foram testados, incluindo muitos de origem geografica bastante distintas
(BAR. JOSEPH et al.,1979, 1980; CAMBRA ¢t al, 1979, GARNSEY et al., 1979, VELA et
al.,, 1986). Assim, como foi sugerido para alguns isolados parece confirmar-se que a maioria
dos isolados apresentam determinantes antigénicos comuns (TSUCHIZAKI e7 al., 1978).

2.4.4. Propriedades da particula do CTV,

2.4.4.1. Proteina da Capa.

Tem sido feitas diversas estimativas da massa molecular da proteina da capa, por
eletroforese em gel de poliacrilamida, apds degradagdo dos virus em SDS, apontando para
valores proximos de 25 x 103 (BAR. JOSEPH et al, 1972, GONSALVES et al., 1978;
NAGEL et al,, 1982). Estas estimativas foram obtidas por diferentes estirpes do CTV.

Posteriormente, proteinas do capsideo de cinco estirpes do CTV, da Flonda, foram
parcialmente caracterizadas e apresentaram duas bandas (LEE & CALVERT, 1987: LEE et al.,
1988). Uma proteina maior (CP1), apresentou massa molecular de 23 x 103 e outra menor
(CP2), presente em menor quantidade, com massa molecular de 21 x 103 . A razio de CP1:
CP2 em virus purificado foi de 5:1. Ambas CP1 e CP2 ornginaram reagdes serologicas
positivas. Mapas polipeptidicos de CP1 e CP2, apos digestdo com varias enzimas proteoliticas
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e eletroforese em SDS-PAGE, foram similares, sugerindo que CP2  sega
provavelmente um produto de degradagiio de CP1. Anteriormente ji havia sido detectada,
além da proteina de 25 x 103 , outra de menor massa molecular, interpretada como um produto
de degradagio da primeira (GONSALVES ef al., 1978).

Recente caracterizagdo de proteinas da capa de estirpes do CTV que ocorrem na

Espanha e Israel indicaram que alguns isolados apresentaram CP1 com massa molecular de 28
x 103 e CP2 com 26 x 103 (GUERRI ef al., 1990).

2.4.4.2. Acido Nucléico.

0 virus da tristeza contem exclusivamente RNA, com massa molecular entre 6,3 a 6,9
x 100 (BAR. JOSEPH et i, 1976). A eletroforese em RNA de agarose permitiu concluir

tratar-se de um genoma nfo dividido, de fita simples e confirmar aquela ordem de grandeza
para massa molecular (DODDS & BAR. JOSEPH, 1983; GUMPH et o/, 1981). Essa massa
molecular corresponde a cerca de 21.000 nucleotideos (ROSNER & BAR. JOSEPH, 1984).
Outra estimativa aponta para massa molecular entre 5.4 ¢ 6,5 x 106 (BAR. JOSEPH et al,
1985). Um genoma dessa ordem de grandeza ¢ o maior genoma de RNA de cadeia simples nio
dividida, conhecido em virologia vegetal (DODDS & BAR. JOSEPH, 1983; DODDS et al.,
1984). 0 RNA ¢ "positive sense", ou seja, ¢ funcional como RNA mensageiro (LEE et al,
1988). Néo possui cauda poli-A na extremidade 3' (BAR. JOSEPH et al., 1989).

Outros closterovirus ja caractertizados apresentam cerca de 4 nucleotideos por cada
unidade proteica do capsideo (BAR. JOSEPH ef al., 1980). Considerando a estimativa de um
genoma de 21.000 nucleotideos (ROSNER & BAR. JOSEPH, 1984), obtem-se também para o
CTV um valor préximo de 4 nucleotideos por unidade proteica.

ROSNER ef al. (1983) prepararam varios clones de DNA complementares de
diversas regides do genoma do CTV, por transcri¢do reversa seguida de recombinagiio genética
num plasmideo de E.coli. De alguns desses clones foram obtidas sondas radioativas, que foram
utilizadas para hibridizagdo com RNA viral, por "Northern blot". Varias dessas sondas, além de
hibridizarem com o RNA gendmico, reagiram também com diversas bandas, discretas, de RNA
de menor peso molecular. Os autores sugeriram que essas bandas poderiam corresponder a
RNA sub-gen6mico encapsidado em virus de tamanho normal, embora nio se pudesse excluir a
possibilidade de fragmentagio especifica dos virus em determinados locais, tal como acontece
com outro closterovirus (BAR. JOSEPH & HULL, 1974).
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DODDS & BAR. JOSEPH (1983) através de fracionamento por eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE), do RNA de dupla fita (ds- RNA) obtido de tecidos infectados,
detectaram uma banda de ds-RNA com massa molecular de 13,3 x 100 duas vezes o tamanho
do RNA gendmico, interpretada como a forma replicativa do genoma, € outras diversas bandas
de ds-RNA com menor massa molecular. Segundo os autores essas bandas poderiam
representar suportes de transcrigio de RNA sub-gendmico. Essa hipotese foi reforgada pelo
fato de, através de "Northern - blot", apos denaturagio, ter sido verificado que existia
homologia e semelhanga de massas moleculares entre algumas dessas bandas e algumas das
bandas de RNA viral detectadas por ROSNER ez al. (1983).

DODDS et al. (1987) vernificaram que a intensidade de bandas em laranjeira doce, €
variavel no tempo, comegando a decrescer cerca de um més antes do titulo antigénico
determinado por ELISA, sugerindo que o ds- RNA ndo € um produto final da replicacgdo viral,
€ que € principalmente produzido antes do acumulo dos virus.

2.4.5. Caracterizacdo das estirpes do CTV,

Nio existe uniformidade quanto aos hospedeiros que s&o usados na caracterizagfo
biologica dos isolados. Geralmente o limdo Galego € o mais utilizado, porém, possui pequeno
poder descriminatério. Em pequenos casos sdo utilizados a laranjeira azeda para caracterizagdo
quanto a sintomatologia SY e a laranjeira doce sobre a azeda para tristeza.

BALAMARAN & RAMAKRISHNAN (1980), propuseram a normalizagdo da
caracteriza¢o biologica através de um conjunto de hospedeiras que consideram diferenciais,
tais como Citrus reshni, C. wilsonii, C. shunkokan, C. aurantifolia, C. sinensis Bar@o ¢ Rubi,
C. canaliculata, C. paradisi Marsh e C. grandis.

Esfor¢os tém sido feitos no sentido de determinar outras caracteristicas  detectaveis
nos virus ou nos tecidos infectados que possibilitem distinguir entre estirpes e relacionar
tais caracteristicas com a sintomatologia. Atualmente a serologia ainda ndo pdde ser aplicada
com esse objetivo uma vez que ndo tem sido possivel distinguir entre isolados com base nas
reagOes seroldgicas. 0s estudos iniciais de hibridizagdo molecular com sondas de DNA nfo tém
mostrado grande poder de resolucio (ROSNER et al., 1986).

Atualmente novas técnicas vém sendo aplicadas para a identificagdo de estirpes do
CTV. Entre elas, as que parecem mais promissoras sio o mapeamento peptidico da capa
proteica do virus e a analise do padrio de bandas de ds-RNA extraido de tecidos infectados e
fracionados por PAGE (DODDS ef al., 1984).
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Em analise de mapeamento de peptideos sio observadas diferengas na sensibilidade
de proteinas da capa a digestio enzimética ¢ o nimero e tamanho dos peptideos gerados.
Reagdo com anticorpos monoclonais algumas vezes permite diferenciar peptideos com
mobilidade eletroforética similares. Por esse procedimento ¢ possivel distinguir isolados de
CTV que diferem por suas propriedades biologicas e/ou perfil ds-RNA, assim como  alguns
isolados com caracteristicas bioldgicas similares e 0 mesmo perfil ds-RNA.

0 método de detecgio de ds-RNA baseia-se no fato de que as plantas ndo infectadas
com virus de RNA ndo apresentam quantidades apreciaveis de RNA de fita dupla (DODDS et
al., 1984),

0 diagnostico do CTV consiste na detecgdo de trés segmentos de ds-RNAs
subgendnicos com massa molecular de 13; 1,9 e 0,9 x 106, presentes em todas as estirpes
analisadas, que parecem ser caracteristicas do virus (DODDS ef al, 1987). Foram detectados
também outros dois ds-RNAs subgendmicos de 1,7 x 100 ¢ 0,5 x 10 associados com estirpes

do CTV que causam "seedlings yellows" e "stem pitting", respectivamente.

Algumas vantagens desse método ¢ que ele ndo depende de prévia obtengiio de soros
ou &cido nucléico, € rapido (48 horas) e possibilita que no mesmo ensaio se detectem todos o0s
virus presentes, mesmo sem capsideo, desde que seja previamente conhecido o padrio de
bandas de ds-RNA que originam (DODDS et al., 1984).
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3. MATERIAL E METODOS.

0 presente trabalho foi desenvolvido no laboratério de cultura de tecidos da Secdo de
Virologia Fitotécnica do Instituto Agrénomico de Campinas, Estado de S&o Paulo.

3.1. Virus do enrolamento da folha da videira (VEFV).

Para o presente estudo foram utilizadas plantas de videira, variedade Seibel 2

infectadas com VEFV, sorotipo 11T (VEGA & SCAGLIUSI, comunicagio pessoal), e fivres do
virus obtidas por termoterapia. Estes materiais foram cedidos pelo Dr. Hugo Kuniyuki e
mantidas em casa de vegetagdo da Sec¢do de Virologia do IAC.

Nesse experimento foi utilizado como modelo de estudo, calos em crescimento ativo,
obtidos i1 vitro, a partir de brota¢des jovens das plantas infectadas ou nio.

3.1.1. Cultura de calos in vitro.

Os trabalhos de cultura de tecido foram feitos em condigdes assépticas, em cdmara de
fluxo laminar (VECO).

Pontas apicais de ramos jovens com cerca de 2cm foram coletadas 4 medida em que
as plantas brotavam,

A assepsia dos apices caulinares foi obtida por tratamento em solugio de hipoclorito
de sodio a 0,2% durante dez minutos, seguida de trés lavagens com 4gua destilada estéril. Em
seguida, em condigOes assépticas e com auxilio de pinga e bisturi, os apices caulinares foram
seccionados em pequenos segmentos de aproximadamente 5,0 mm e colocados em meio de
cultura.

0Os metos de cultivo constituiram-se basicamente dos sais minerais d¢ MURASHIGE
& SKOOG (1962) suplementado com diferentes combinagdes de reguladores de crescimento.
0Os meios foram solidificados com 7 g/l de gar e o pH ajustado para 5.8. Posteriormente foram
autoclavados a 1219C e distribuidos em placas de petri, com 9,0 cm de didmetro (20 ml/placa)
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em camara de fluxo laminar. O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos
foi o inteiramente casualizado.

3.1.2. Meios de cultivo para obtencéie de calos de videira.

Esses estudos foram realizados com a finalidade de escolher um meio de cultura com
maior capacidade para formagio de calos, e de manté-los em proliferagéo.

Foram comparados quatro meios de cultura (A,B,C,D) constituidos de meio bésico
MS suplementado com 30 g/l de sacarose, 1 g/l de caseina, cinetina (CIN), acido indolil
acético (AJA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e benzilaminopurina (BAP) em diferentes
concentragOes. (Tab. 2).

Foram isolados 6 a 8 explantes por placa de cultura. Cada tratamento teve em média

cinco repetigdes. As culturas foram mantidas no mesmo meio de cultivo até a avaliagdo, apos 8
semanas de cultivo.

Foram obtidas as porcentagens de explantes que formaram calo em cada tratamento,
assim como avaliagdes do crescimento e morfologia dos calos. As culturas contaminadas foram
descartadas.

3.1.3. Condicdes de luz e temperatura.

Visando observar possiveis diferengas que poderiam existir em relagdo a temperatura
e luminosidade sobre o crescimento dos calos e na concentragdo de virus, parte da cultura foi
mantida no escuro, a temperatura aproximada de 249C e parte sob fotoperiodo de 16 horas luz
(1.000 lux) a temperatura aproximada de 27°C.
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Tab.2 Composicio dos meios utilizados para a cultura de calos de videira in vitro.

Meio A B C D
MS (1962) + + + +
mg/1
AIA 0,3 0,3 . 2,0
2,4-D - 1,0 - -
CIN 0,3 0,3 2.5 0,2
BAP - - 1,0 -
g/l
Caseina 1.0 +
Sacarose 30.0 + +




29

3.1.4. Tratamentos de calos de videira com Virazole.

Os calos obtidos em meio de cultura MS suplementado com 0,3 mg/l de AIA; 0,3
mg/l de cinetina e 1,0 mg/l de 2,4-D (meio de cultura B, Tab. 2) foram utilizados para
tratamentos com Virazole.

0Os calos foram transferidos individualmente para frascos de cultura de 60 x 30 mm
contendo 10 ml do mesmo meio de cultura B, acrescido de Virazole nas concentragdes de 1,10,
50 ¢ 100 ppm.

0 tratamento foi feito in vitro, adicionando-se o produto, por filtragio, através de
membrana de acetato de celulose (Millipore 0,2 mm) ao meio de cultura ja esterilizado. Cada
tratamento teve em média cinco repetigdes. Como controle foram utilizados calos infectados
com VEFV, mantidos em meio de cultura sem adi¢do de Virazole e calos sadios. As culturas

foram mantidas sob condigdes de escuro a temperatura aproximada de 24°C.

A cada 30 dias os calos eram transferidos para meio de cultivo fresco, contendo a
mesma concentragdo de Virazole, quando entdo, eram feitas as avaliagbes, ou seja, a cada 30,
60, 90, 120 e 150 dias em cultura. As culturas contaminadas foram descartadas.

0 crescimento dos calos foi determinado através de avaliagio visual do didmetro,
morfologia, coloragdo e textura dos calos.

A concentragdo de VEFV nos calos foi determinada através de testes serologicos
ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay) e MEIAD (Microscopia eletronica de imuno-
adsor¢io).

3.2. Virus do anel do pimentio (VAP)

3.2.1. Inoculagiio do VAP em plantas de fumo e G. globosa.

0 virus do anel do pimentéo foi inoculado mecanicamente em plantas sadias de fumo
Nicotiana tabacum , "TNN" e Gomphrena globosa L., com idade de quatro semanas.

Empregou-se como fonte de inoculo folhas de fumo infectadas com VAP,
apresentando lesOes locais e sintomas sistémicos, especificos do virus, pertencentes & colecdo

da Sego de Virologia do Instituto Agrondémico de Campinas.
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As folhas foram maceradas em almofariz, em presenca de tampio fosfato de potassio
0,02 M pH 7.0, acrescido de sulfito de sddio na mesma molaridade.

As inoculagdes foram feitas nas folhas mais jovens das plantas, previamente
polvithadas com carburundo matha 500, que funcionou como abrasivo, friccionando-se aquelas
com indicador umedecido na solugio de indculo. Em seguida as folhas foram lavadas com agua
para retirar o excesso de abrasivo e indculo existentes,

As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo como fonte de virus do anel do
pimentio.

3.2.2. Cultura de calos in vitro.

Os calos foram obtidos a partir de folhas das plantas fonte de virus. As folhas foram

imersas em alcool 70% durante dois minutos, seguida de trés lavagens com agua destilada
ésteril. Posteriormente foram colocadas em solugio composta de 0,2 % hipoclorito de sodio
durante cinco minutos e novamente lavadas 3 vezes com agua destilada ésteril.

Apbs a assepsia as folhas foram cortadas em pequenos segmentos (4-5 mm2) e
colocadas verticalmente em placas de petri contendo 20 ml de meio de cultura B (Tab. 2),
perfazendo um total de 10 explantes por placa.

As culturas foram mantidas sob condigbes de escuro, a temperatura aproximada de
240C, durante 8 semanas.

3.2.3 Tratamentos com Virazole em calos infectados com VAP (Experimento 1).

Calos de fumo e . globosa obtidos como descrito em 3.2.2, com aproximadamente
oito semanas em cultura foram utilizados para tratamento com Virazole, conforme descrito em
3.1.4. As concentragdes de Virazole utilizadas nesse experimento foram de 10, 20, 30, 40, 50 e
100 ppm. ‘

0Os calos foram transferidos individualmente para os frascos de cultura contendo 10
ml de meio. Cada tratamento teve em média cinco repetigdes. Como controle foram utilizados
calos infectados com VAP, mantidos em meio de cultura sem tratamento e calos sadios. As
culturas foram mantidas sob condigdes de escuro, com temperatura de aproximadamente 24°C.
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A cada 30 dias os calos foram transferidos para meio de cultura fresco, contendo a
mesma concentragdo de Virazole, quando eram feitas as avaliagSes, ou seja, apos 30, 60, 90,
120 e 150 dias em cultura.

0 crescimento dos calos foi avaliado como descrito em 3.1.4. A concentragio de

virus nos calos fot determinada através de testes ELISA e MEIAD.

3.2.4. Tratamentos com Virazole durante a inducio de calos em folhas com VAP
(Experimento 2).

Este experimento foi feito com a finalidade de verificar se o Virazole aplicado no
meio de cultura na fase de indugio do calo seria mais eficiente do que quando aplicado em
calos ja formados (Experimentol),

Neste ensaio as folhas das plantas de fumo e de G. globosa infectadas com VAP
foram esterilizadas superficialmente e seccionadas como descrito anteriormente. Em seguida
foram colocadas em meio de cultura visando a indugfio de calos (meio de cultura B-Tabela 2),
acrescido de Virazole nas concentragdes de 50, 100, 200, 250 e 500 ppm. Como controle
foram utilizadas folhas de plantas infectadas com VAP e folhas de plantas sadias, em meio sem
Virazole.

0Os explantes foram colocados individualmente em frascos de cultura contendo 10 mi
de meto, com 5 repetigdes por tratamento. O cultivo se realizou sob condigdes de escuro com
temperatura aproximada de 24°C, durante 150 dias.

Parte da cultura foi transferida para meio de cultivo fresco, contendo a mesma
concentragio de Virazole, a cada 30 dias; a outra parte foi transferida a cada 15 dias, visando
verificar se um periodo de tempo mais curto entre as aplicagdes de Virazole poderia melhorar
seu efeito sobre a multiplicag@o de virus.

As avaliagOes foram feitas a cada transferéncia dos explantes para meio de cultura
fresco. 0 crescimento dos calos foi avaliado como descrito em 3.1.4. e a concentragdo dos virus
nos calos foi determinada através de testes ELISA e MEIAD.

Para obter um padrdo de concentragdo do VAP nos tecidos avaliados, o virus foi
purificado a partir de folhas de fumo "TNN", sistemicamente infectadas, coletadas cerca de 14
dias apos a inoculagdo mecénica do virus, conforme esquema da Fig. 2.

Nos testes ELISA foi incluido uma curva padrio de concentragdo de virus purificado
utilizando-se 3 concentragdes de VAP conhecida. (Fig. 11 ¢ 13).
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3.3. Virus da Tristeza dos citros (CTYV).

Neste experimento o efeito terapéutico do Virazole sobre o virus da tristeza foi

testado através de mini-enxertia in vitro,

3.3.1. Plantas fonte de virus da tristeza dos citros.

Como fonte de virus da tristeza foram utilizadas plantas de fimfo Galego (Citrus
aurantifolia (Christm.) Swing.), mostrando sintomas fortes de palidez das nervuras, mantidas
em casa de vegetagdo da Secdo de Virologia/IAC. Dessas plantas foi obtido material para

tratamento com Virazole.

3.3.2. Obtencio do porta - enxerto.

3.3.2.1. Coleta, preparo e germinacio de sementes utilizadas como porta-enxerto

Os porta-enxertos utilizados foram obtidos a partir de sementes de Citrange troyer
(Poncirus trifoliata (L) Raf. X Citus sinensis (L.) Osbeck), germinadas in vitro.

As sementes foram coletadas de frutos maduros, sadios, obtidos no Centro de
Citricultura Sylvio Moreira/IAC, Cordeirdpolis - SP. Posteriormente, foram retiradas dos
frutos e submetidas a um tratamento com agua quente a 50°C por dez minutos e colocadas
para secar a sombra.

A assepsia das sementes foi realizada em solugio de 0,2% de hipoclorito de sddio
durante dez minutos. Em seguida, em condigBes assépticas, foram feitas trés lavagens com agua
destilada estéril,

Apds a assepsia as sementes foram colocadas para germinar em tubos de ensaio (1
semente/tubo) nas dimensdes de 25 x 150 mm, contendo cerca de 15 ml de meio de cultura
esterilizado, composto pelos sais minerais de MS, solidificado com1% de agar e o pH ajustado
para 5,7.

Os tubos foram mantidos no escuro com temperatura ao redor de 25°C .
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3.3.3. Obtenciio do Apice para enxerto.

Como copa foram utilizados brotos em crescimento ativo obtidos de estacas de lim#o
Galego infectadas com CTV e estacas de plantas sadias, cultivadas in vitro.

Estacas de ramos jovens, com cerca de 10 cm de comprimento, contendo pelo menos
5 gemas dormentes, foram coletadas das plantas.

As etacas foram preparadas retirando-se as folhas e espinhos e lavadas em agua
corrente. Em seguida foram mergulhadas durante 5 minutos em solu¢do contendo fungicida
Benlate (Img/1) .

A assepsia foi feita em alcool 75% durante trés minutos. Em seguida foram
colocadas em solugdo composta de uma parte de detergente Movadol e trés partes de agua
destilada, por cinco minutos. Posteriormente as estacas foram colocadas em solugdo de 2% de

hipoclorito de sodio durante cinco minutos e lavadas trés vezes com agua destilada estéril.

3.3.3.1. Tratamento das estacas com diferentes concentracies de Virazole,

0 tratamento foi feito in vitro e consistiu em colocar as estacas para brotagido das
gemas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 ml de meio de cultura composto pelos
sais minerais de MS, solidificado com 1% de agar e o pH ajustado para 5,7.

0 Virazole foi acrescido ao meio de cultura ja esterilizado, através de filtragdo em
membrana Millipore 0,2 mm, em camara de fluxo laminar.

As concentragdes do produto testadas foram de 100, 200, 300, 400 e 500 ppm. Cada
tratamento teve em média cinco repetigoes.

Como controle foram utilizadas estacas infectadas com CTV colocadas para brotar
nas mesmas condigdes acima mencionadas, porém, em meio de cultura sem Virazole e estacas
sadias.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas
(1.000 lux) e temperatura de aproximadamente 27°C até o desenvolvimento das brotagdes.

(Fig .3)



35

3.3.4. Enxertia in vitro.

Com o auxilio de pinga e bisturi, e sob estéreo-microscopio, a pléntula germinada in
vitro (3.3.2.2), foi preparada para receber o enxerto cortando-se o epicétilo cerca de 3cm
acima do ponto de inser¢io dos cotilédones e a raiz reduzida a cerca de 6ecm. (Fig. 4).

Uma inser¢iio na forma de T invertido foi feita na extremidade do epicétilo. As
bordas foram levemente levantadas para receber o enxerto. Brotos axililares obtidos em
3.3.3.1, medindo cerca de lem de comprimento, foram enxertados sobre o porta-enxerto
preparado.

As plantas recém enxertadas foram colocadas individualmente em tubos de ensaio
contendo 15-20 ml de meio de cultura liquido, composto pelos sais ¢ vitaminas de MS,
acrescido de 75g/1 de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8.

0s tubos foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas (1.000
lux) a temperatura aproximada de 27°C, durante 3-4 semanas (Fig.5). As plantas que ndo
apresentaram pegamento de enxerto foram descartadas.



Fig. 3. A) Estaca de limiio Galego cultivada em meio MS acrescido de Virazo
Brotagdes da estaca.
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Fig. 4. Preparo do porta-enxerto. A) Semente de C. troyer. B) Plantula obtida da semente
germinada em ambiente escuro apés 2 semanas. C) Plantula pronta para

receber o enxerto.
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3.3.5. Estabelecimento das plantas obtidas em porta-enxerto desenvolvido.

A fim de acelerar o crescimento, as plantas obtidas em 3.3.4. foram retiradas dos
tubos de ensaio e enxertadas, por garfagem,em porta-enxertos de limdo Cravo (Citrus limonia
Osb), com 5-10 mm de didmetro, obtidos de sementes, em casa de vegetagdo. Posteriormente,
foram cobertas com sacos-plasticos e aclimatadas em casa de vegetagdo durante 15 dias
(Fig.6).

A avaliagio do efeito terapéutico do Virazole sobre o CTV foi feita através de leitura
direta de sintomas das plantas obtidas, uma vez que o limdo Galego ¢ utilizado como planta
indicadora desse virus, mostrando sintomas especificos de palidez das nervuras que se tornam

translucidas quando observadas contra a luz, redugiio no tamanho das folhas e paralisagdo do

crescimento (MULLER & COSTA, 1993). Foram também realizados testes serologicos ELISA
e "Western-blot". Os resultados foram avaliados estatisticamente através da analise de variancia
e teste de Tukey para as médias ao nivel de significincia de 5%.

Visando obter um padrdo de concentragdo do CTV nos tecidos avaliados, o virus foi
purificado de acordo com metodologia descrita por BAR. JOSEPH ez al., 1985; LEE et al.,
1987, 1988, conforme esquema da Figura 7.

As fragdes contendo CTV foram dialisadas durante 18 horas em tampio 0,015 M
fosfato de potassio pH 8.0. As preparagdes ndo utilizadas imediatamente apos a dialise foram
adicionadas de 5% de sacarose e armazenadas a -20°C.

Nos testes ELISA foi incluido uma curva padrdo de concentragdo do virus purificado
utilizando-se 3 diferentes concentragdes de CTV conhecidas (Fig. 16).



Fig. 6. Planta enxertada sobre porta-enxerto de limido Cravo.
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Figura 7. Esquema da purificagdo do CTV.
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3.4. Testes serologicos.
3.4.1. Eletroforese de proteinas totais e '"Western - blot.

A técnica de "Western - blot" foi feita para verificar se houve efeito terapéutico do
Virazole sobre o CTV.

3.4.1.1. Extracio de proteinas totais de folhas de plantas de limdo Galego infectadas com
CTYV e tratadas com Virazole.

As proteinas totais foram extraidas de folhas de plantas de limdo Galego infectadas

com CTV e tratadas com Virazole (3.3.5.) e de seus respectivos controles, plantas infectadas
com CTV sem tratamento e plantas sadias.

As folhas foram trituradas em almofariz com nitrogénio liquido até a obten¢do de um
po6 bem fino.A cada 50mg de tecido foram adicionados 500 ml de tampio de extragdo (63 mM
Tris-HC1 pH 7.0; 5% 2-Me; 2% SDS; 10% glicerol), e as amostras foram bem
homogeneizadas. Em seguida foram colocadas em banho fervente durante trés minutos e
resfriadas em gelo. Posteriormente as amostras foram centrifugadas durante dez minutos a
12.000 rpm e o sobrenadante foi coletado e mantido a - 209C.

3.4.1.2. Anailise de proteinas através de gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-
PAGE).

As proteinas extraidas como descrito em 3.4.1.1. foram analisadas através de
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), gradiente 5-20%,
de acordo com modificagdes da metodologia descrita por LAEMMLI (1970). Os géis foram
preparados em placas de vidro de 16 x 20 cm, com auxilio de um formador de gradiente
BioRad e uma bomba peristaltica. Foram utilizados como padrio de massa molecular,
marcadores da BioRad, preparados de acordo com as instru¢des do fabricante: fosforilase b de
misculo de coelho (97,4 x 103); soroalbumina bovina (66,2 x 103); ovoalbumina (42,7 x 103y,
inibidor de tripsina da soja (21,5 x 103) e lisozima (14,4 x 103) .
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0 tampdo de corrida consistiu de : 25 mM Trisma base; 0,192 M glicina pH 8,3;
0,1% SDS. Ap6s a aplicagdo das amostras a corrida eletroforética foi feita a temperatura
ambiente, a 100 volts, até que a frente de azul de bromofenol atingisse o fim do gel.

3.4.1.3. "Western blot".

As analises de 'Western blot" foram feitas utilizando-se um aparelho Multiphor II
Novablot (LKB) de acordo com as especificagdes do fabricante.

A transferéncia das proteinas foi feita em membranas de nitrocelulose, a 0,8
mA/cm2. Posteriormente incubou-se durante 3 horas em TBS (0,1 M Tris - HC1 pH 7.5; 0,9%
NaCl) contendo 5% de leite em p6 desnatado. Em seguida as membranas foram incubadas
com antissoro policlonal especifico para CTV, diluido 1:10.000 em TBS contendo 0,1% Tween
20 e 3% BSA durante 2 horas, seguido de 3 lavagens com TBS-T. As membranas foram

incubadas em TBS-T e o conjugado "anti-rabbit" IgG-fosfatase alcalina (SIGMA) diluido
1:7.000, durante 1 hora a temperatura ambiente. Lavou-se como descrito acima. Revelou-se em
uma solugdo contendo 100 ml de tampdo (0,1 M Tris - HCI pH 9.5; 0,1 M NaCl; 5 mM
MgCly); 8 mg de BCIP (5-bromo - 4 - chloro - 3-indolyl phosphate); 16 mg de NBT (nitroblue
tetrazolium). Colocou-se a membrana em agua quando a coloragdo desejada foi obtida.

3.4.2. Microscopia eletronica de imuno-adsorc¢io - MEIAD.

Visando verificar se houve efeito viricida do Virazole sobre o VEFV e o VAP, foram
realizados testes de microscopia eletrénica. Os testes foram feitos retirando-se duas amostras de
cada repeti¢@o por tratamento, apds cada troca dos calos para meio de cultura fresco.

A metodologia utilizada foi aquela descrita por VEGA et al. (1982), como segue:

Grades 200-300 "mesh" com filme parlodium/carbono foram tratadas com antissoro
policlonal especifico para os virus em estudo, com dilui¢do adequada em 0,06 M tampdo
fosfato de potassio pH 7.4, por trinta minutos & temperatura ambiente, e apds lavagem,
incubadas durante trinta minutos para captura de particulas nas amostras testadas, diluidas 1:10
no mesmo tampdo. Em seguida foram lavadas 3 vezes com agua destilada e contrastadas com
1% de acetato de uranila.

As amostras foram examinadas ao microscopio eletronico Zeiss EM-10C com
aumentos de 10.000 a 30.000 vezes.
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3.4.3. Enzyme linked immunosorbent assay - ELISA.

Os testes ELISA foram realizados com objetivo de avaliar se houve efeito terapéutico
do Virazole sobre o VEFV, VAP, e CTV.

Para o VEF e¢ VAP foi utilizada a metodologia PTA- ELISA ("Plate Trapped
Ahtigen" ELISA) e para o CTV foi utilizada DASI-ELISA ("Double antibody sandwich
indirect" ELISA).

3.4.3.1. PTA-ELISA.

A metodologia adotada para o PTA-ELISA foi aquela descrita por MOWAT &
DAWSON (1987), como segue:

- Extrato dos calos diluido 1:20 (p/v) em tampdo carbonato (0,015 M NayC03; 0,035 M
NaHCO03, pH 9,6) foram colocados em microplacas de poliestireno (Corning 29860) e
incubadas durante 60 minutos a 37°C.

- Foi adicionado tampdo PBS (0,02 M KH5P0y4; 0,15 M NaCl, pH 7,4) contendo 5% de leite
em po desnatado. Incubou-se por 15 minutos a 37°C.

- As placas foram incubadas com tampdo PBS-T (PBS + 0,5 ml Tween-20/) contendo

antissoro policlonal especifico para cada virus, na diluigdo adequada, durante 60 minutos a
370C.

- Adicionou-se tampdo PBS-T contendo o conjugado anti-rabbit IgG-fosfatase alcalina
(SIGMA) diluido 1:7.000. Incubou-se durante 60 minutos a 37°C.

- Foi adicionado substrato p-nitrofenil fosfato (PNPP- SIGMA 104) diluido 1mg/ml em tampao

substrato ( 10% dietanolamina, pH 9,8). Incubou-se no escuro, a temperatura ambiente durante
2 horas.

- Mediu-se a absorbancia a 405 nm em um leitor de placas de ELISA (BIORAD 3550)
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0 mesmo volume (100 ml/pogo) foi usado para todos os reagentes. As amostras
testadas foram ensaiadas em duplicata. Entre cada passo lavou-se as placas 3 vezes com PBS-
T. Os anticorpos utilizados para o VEF e VAP e suas diluigdes estdo descritos em 3.5.1. e
3.5.2., respectivamente.

3.4.3.2. DASI-ELISA.

Os testes foram feitos utilizando-se anticorpo policlonal (PAb) na cobertura da placa
e, posteriormente, uma mistura de anticorpos monoclonais (MAb) de amplo espectro, que
foram detectados através de conjugado anti-mouse IgG-fosfatase alcalina. A metodologia foi
feita de acordo com trabalho descrito por CAMBRA et al., 1991, como segue:

- Microplacas de poliestireno (Corning 29860) foram cobertas com anticorpo policlonal
especifico para o CTV, diluido 1:1.000 em tamp@o carbonato e incubadas durante 2 horas a
370C.

- Extrato das folhas ensaiadas, diluido 1:20 (p/v) em tampao PBS foram colocados nas placas e
incubados durante 1 hora a 37°C.

- Tampao PBS contendo 2% de leite em po desnatado foi adicionado nas placas. Incubou-se
durante 15 minutos a 37°C.

- Anticorpos monoclonais especificos diluidos 1: 1.000 em tamp@o PBS foram adicionados e as
placas incubadas durante 1 hora a 37°0C.

- Adicionou-se tampao PBS contendo conjugado anti-mouse IgG-fosfatase alcalina (Sigma A
5153) na dilui¢@o de 1:9.000 e incubou-se por 1 hora a 37°C.

- As placas foram incubadas com substrato p.nitrofenil fosfato (PNPP-Sigma 104) diluido em
tampdo de dietanolamina (1 mg/ml), durante 1 hora no escuro, a temperatura ambiente.

- Mediu-se a absorbancia a 405 nm em leitor de placas de ELISA (BIORAD 3550).
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0 mesmo volume (100 ml/pogo) foi usado para todos os reagentes. As amostras
foram ensaiadas em duplicata. As placas foram lavadas entre cada passo 3 vezes com PBS-T.
Os anticorpos para CTV utilizados nesse teste e suas dilui¢des estdo descritos em 3.5.3.

3.5. Antissoros especificos para os virus em estudo utilizados nos testes serolégicos.
3.5.1. Virus do enrolamento da folha da videira (VEF).

Teste: MEIAD/ELISA - PTA
Antissoro: PAb GLRV 111

Procedéncia: Laboratorio do Dr. Gugerli, Nion, Suiga
Dilui¢do: 1:1.000

3.5.2. Virus do anel do pimentiao (VAP).

Teste: MEIAD/ELISA - PTA

Antissoro: PAb 67 (77)

Procedéncia: Se¢do de Virologia /IAC, S0 Paulo, Brasil
Diluigdo: 1:1.000

3.5.3. Virus da tristeza do citros (CTV)

Teste: ELISA - DASI

Antissoro: PAb 879

Procedéncia: Laboratério do Dr. Garnsey, Florida, USA
Diluig@o: 1:1.000

Antissoro: MAb 3CAS + MAb 3DF1

Procedéncia: Laboratorio do Dr. Cambra, Valéncia, Espanha
Diluig¢do: 1:1.000

Teste: Western - blot
Antissoro: PAb 1006

Procedéncia: Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC, S&o Paulo, Brasil
Dilui¢do: 1:10.000
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4. Resultados e Discussio

4.1. Virus do enrolamento da folha da videira (VEFV).

4.1.1. Efeito de diferentes combinac¢des de reguladores de crescimento na indugiio de
calos.

Os resultados obtidos com uso de diferentes reguladores de crescimento estfo
apresentados na tabela 3. A avaliagfo foi feita 8 semanas apos o isolamento dos explantes em
meio de cultura. De uma maneira geral, todos os tratamentos utilizados apresentaram alto
indice de formagdo de calos. A maior porcentagem (96,5%) foi obtida no meio de cultura MS

acrescido de 0,3 mg/l de CIN, 0,3 mg/l AIA e 1,0 mg/l 2,4-D (meio de cultura B), e a menor
porcentagem (65%) foi obtida no meio de cultura MS suplementado com 2,5 mg/l CIN e 1,0
mg/l BAP (meio de cultura C). Os resultados mostraram também que durante esse periodo, os
calos apresentaram maior velocidade de crescimento no meio de cultivo B. Apés 15 dias de
cultivo foi observada uma grande proliferagdo celular nas extremidades dos explantes e aos 60
dias de cultura os calos estavam formados . Esses resultados confirmaram o efeito benéfico
desses reguladores de crescimento na indugdo de calos (ZHANAO ef al., 1989).

0Os calos mantidos sob condi¢des de escuro, com temperatura de aproximadamente
240C formaram-se por toda a superficie dos explantes, como uma massa de células de
coloragdio esbranquigada e textura fridvel, em todos os tratamentos realizados. A indugdo de
calos na presenga da luz propiciou a formag@o de calos verdes e com textura compacta para
todos os meios analisados.

0 meio de cultivo que apresentou methores resultados quanto a indugdo de calos em
videira foi o meio de cultura B (MS+AIA+2 4-D+CIN) e as condi¢des de crescimento foi sob

condigdes de escuro, com temperatura aproximada de 24°C.
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Tab. 3 Efeito de diferentes combinacdes de reguladores de crescimento, adicionados ao
meio MS, na formacio de calos, 8 semanas apés a inoculagio dos explantes.

Tratamento Proliferacio de calos
(mg/) (%)
A.CIN 03+ AIAO03 85,0
B.CIN 03+AIA03+24D10 96,5
C.CIN 25+BAP 1.0 65,0

D.CIN 0,2+ AIA20 89,0
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4.1.2. Efeito de diferentes concentracdes de Virazole no crescimento de calos de videira e
na concentra¢io de VEFV,

0 Virazole interferiu de maneira significativa no crescimento dos calos, nas
concentragdes mais altas utilizadas. A concentragdo de 50 ppm os calos apresentaram-se
relativamente menores, com proliferagio mais lenta e a 100 ppm os calos tornaram-se escuros,
indicando efeito fitotoxico. Os tratamentos utilizando 1 e 10 ppm do produto ndo interferiram
no crescimento dos calos in vitro. Os calos mantidos nessas concentragdes apresentaram-se
friaveis, de coloragio clara, semelhantes aos calos controles infectados que ndo receberam
tratamento com Virazole e calos sadios.

Em testes ELISA foi verificado que o Virazole inibiu de maneira significativa a
replicagio do VEFV. A inibigdo foi proporcional a concentrago do produto (Fig. 8). Em todas

as concentracGes testadas houve diminuigio no conteiido de VEFV em calos cultivados in
vitro, a partir de 60 dias em cultura.

Aos 90 dias de tratamento ocorreu uma redu¢do drastica no conteudo de virus em
calos tratados com 10 e 50 ppm de Virazole, porém, a concentragdo de 10 ppm o conteudo de
virus aumentou a partir de 120 dias de tratamento. Em testes ELISA os valores médios de
absorbancia a partir de 120 dias em calos tratados com 50 ppm de Virazole (A405 = 0,047)
apresentaram-se muito proximos aos controles sadios (A4¢s = 0,030), indicando que os calos
estavam livres do VEFV. Nos testes de MEIAD verificou-se resultados consistentes com os de
ELISA. 0 maior nimero de particulas foi observado nos calos controle (sem Virazole) e menor
nimero apareceu nos tratamentos de 1 e 10 ppm. No tratamento com 50 ppm néo foi possivel
observar particulas do VEFV, confirmando que este tratamento eliminou o virus dos calos.

0 Virazole atuou rapidamente em diminuir a concentragdo do VEFV a um nivel
baixo em calos em proliferagdo, porém, um longo periodo de incubagdo foi necessario para
obter supressdo completa dos virus. No caso do tratamento com 10 ppm houve inibi¢o nos
120 dias iniciais, mas a recuperag¢do posterior indica que a inibigdo ndo € permanente nessa
dosagem. E possivel que nesta concentragdo o Virazole permite o aparecimento de vias
alternativas de sintese de nucleotideos.

Esses resultados confirmam os anteriormente encontrados por LEARCH (1977),
SIDWELL et al. (1972) e BITTNER et al. (1989), que os virus ndo podem ser eliminados por
um Unico tratamento com Virazole uma vez que essa substincia ndo elimina os virus ja

sintetizados, mas s0 temporariamente inibe a replicagdo dos virus.
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Os resultados do presente trabalho sio consistentes com a possibilidade de que a
atividade antiviral do Virazole se manifesta por sua a¢do na sintese de novas particulas mais do
que uma inativagio direta dos virus existentes (SMITH, 1980). Consequentemente, periodos
relativamente longos podem ser necessarios para erradicar virus em tecidos uniformemente
infectados durante o qual Virazole atua direta ou indiretamente inibindo a sintese de novas
particulas enquanto os virus sdo degradados durante sua ontogenia.

SIMPKINS et al. (1981), verificaram que o Virazole diminuiu o conteido de CMV
em tecido meristematico em proliferagdo, porém, a erradicagdo completa dos virus so foi
conseguida apos um longo periodo de incubag@o.

No presente trabalho o Virazole foi efetivo para eliminar o VEFV de calos infectados
quando utilizou-se 50 ppm do produto.

4.2. Virus do anel do pimentio (VAP).

4.2.1. Efeito de diferentes concentracdes de Virazole no crescimento dos calos de fumo
e G. globosa, e no contetido de VAP (Exp. 1).

0 mesmo meio e condi¢des de cultura utilizados para calos de videira (Tab.2) foram
eficientes para a obtengdo de calos de fumo e G. globosa, e por isso adotados nos
experimentos com esses materiais vegetais.

Neste experimento o Virazole ndo interferiu no crescimento dos calos em
concentragdes de 1 a 50 ppm, tanto para os calos de fumo como para os de G. globosa. Os
calos apresentaram-se esbranquigados, de proliferagdo rapida e textura friavel. A concentragio
de 100 ppm a proliferagdo dos calos foi mais lenta; os calos apresentaram-se menores que 0s
controles nas cinco repeti¢des testadas. Concentragdes maiores que 100 ppm, testadas em
experimentos preliminares, foram fitotoxicas, causando oxidagdo dos calos.

Os testes ELISA mostraram que em calos de fumo somente a concentragido de 100
concentragio ocorreu diminui¢do no contetido de virus nas células em proliferagdo a partir de
90 dias em cultura e se estabilizou em niveis relativamente altos ( A4p5 = 0,306) nas amostras
tomadas a 120 e 150 dias.
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Em MEIAD foi notada uma diminui¢io no contetido de particulas virais a 100 ppm
de Virazole mas nio em concentragdes mais baixas do produto. 0 VAP néo foi erradicado em
nenhumadas concentragdes testadas, indicando que o tratamento com Virazole em calos ja
formados so permite inibi¢do parcial da replicagdo do VAP.

0 Virazole ndo apresentou efeito terapéutico sobre a multiplicagio do VAP em calos
de G. globosa, em nenhuma das concentragdes testadas durante 150 dias de cultivo in vitro. Os
testes ELISA mostraram valores médios de absorbancia para todas as concentragdes testadas
similares aos controles que nio receberam tratamento (Fig.10). Em MEIAD as particulas do
VAP foram detectaadas em todos os tratamentos.

4.2.2. Efeito de diferentes concentracdes de Virazole na induc¢io in vitro de calos de folhas
de fumo e G. globosa, e no conteido de VAP (Experimento 2).

.....

concentragdo de 100 e 200 ppm. Explantes provenientes de folhas sadias e folhas infectadas
que ndo receberam tratamento, assim como aquelas submetidas a tratamento de 50 ppm de
Virazole, comegaram a formar calos em 2 semanas de cultivo, enquanto que explantes mantidos
em tratamentos a 100 e 200 ppm, a indugdo de calos ocorreu em 6 e 8 semanas,
respectivamente. Concentragdes acima de 200 ppm foram fitotoxicas; os explantes tornaram-se
escuros e ndo houve indugdo de calos. Esses resultados foram obtidos tanto para plantas de
fumo como para G. globosa. ,

Em calos de fumo repicados a cada 30 dias para meio de cultura fresco, a
concentragdo de Virazole mais eficiente para controlar o VAP foi de 200 ppm. Nessa
concentragio o valor médio de absorbancia (A4g5 nm), em ELISA, foi igual ao obtido com os
calos sadios em avalia¢des feitas aos 90, 120 e 150 dias de cultivo (Fig. 11). O tratamento com
100 ppm de Virazole apresentou uma diminui¢do no conteiido de virus aos 90 dias de cultivo,
comparando aos controles ndo tratados, e aos 120 dias a redugfo foi em torno de 50%. Ainda
que a concentragio do VAP nos calos tratados com 100 ppm de Virazole foi sempre mais baixa
que nos calos controles, sua multiplicagdo nfo foi completamente inibida. Aos 150 dias de
cultivo a quantidade de virus presente nos tecidos era em torno de 124 ng/ml. O Virazole ndo
mostrou efeito terapéutico sobre o VAP em tratamentos com 50 ppm. Nessa concentragdo a
quantidade de virus aos 150 dias de cultivo foi bastante elevada, em torno de 418 ng/ml, muito
proxima a do controle que ndo recebeu tratamento que foi em torno de 430 ng/ml. Em testes de
MEIAD niio foram detectadas particulas virais a concentragdo de 200 ppm de Virazole (Fig.
12).
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Fig.11. Efeito de diversas concentragoes
de Virazole sobre o conteido de VAP em
explantes de fumo avaliado por ELISA.
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Fig. 12. Microscopia eletronica de imuno-adsor¢io (MEIAD) em calos de fumo
infectados com VAP (Exp. 2). Barra = 500 nm. A) Calos controle sem tratamento.B)
Calos tratados com 100 ppm de Virazole.C) Calos tratados com 200 ppm de Virazole.
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Para calos de G. globosa, obtidos in vitro, o Virazole ndo foi efetivo em nenhuma
das concentragdes testadas (Fig. 13). Os resultados dos testes ELISA mostraram que o
conteido de virus nos calos obtidos em todos os tratamentos foi similar aqueles dos calos
controles ndo tratados. A 100 ppm de Virazole a concentragio de virus aumentou com o
tempo. Esses resultados também foram observados em testes de microscopia eletronica
confirmando assim, a ndo eficacia do Virazole sobre a multiplicagdo do VAP em calos de G.
globosa .

A diminui¢do no intervalo de tempo entre as repicagens para meio fresco, de 30 para
15 dias, ndo aumentou a eficiéncia do Virazole, sobre a multiplicagdo do VAP, tanto em fumo
como em G. globosa, e foi toxica nas concentragdes a partir de 100 ppm. Nessas concentragdes
ndo houve formagdo de calos e os explantes tornaram-se necrosados apds a 32 passagem para
meio de cultura fresco, ou seja, apos 45 dias de cultivo.

Dos resultados desses experimentos foi observado que o Virazole reduz de maneira

significativa o conteido de VAP em calos cultivados in vitro, quando o tratamento ¢ renovado
a cada 30 dias, embora seu efeito seja dependente da concentragdo utilizada e da planta
hospedeira. Em calos de fumo a concentragdo de 200 ppm de Virazole foi capaz de reduzir
consideravelmente o conteido de virus a niveis ndo detectaveis nos testes seroldgicos,
enquanto que em calos de G. globosa, o Virazole ndo foi efetivo em nenhuma das
concentragdes testadas. Esses resultados sdo consistentes com aqueles obtidos por DE FAZIO
et al. (1980), num modelo experimental diferente, utilizando-se em o virus do vira cabega do
tomateiro ("tomato spotted wilt virus" - TSWV) em plantas de tomate e fumo pulverizadas
com Virazole. Foi verificado que em tomateiro somente uma alta concentragdo de Virazole
como 500 mg/l foi capaz de controlar TSWV, enquanto que em fumo 100 mg/1 foi suficiente
para controlar infecgdo sistémica do virus. Além disso, as plantas de fumo, que normalmente
sdo hospedeiras sistémicas do TSWV, apos tratamento com Virazole apresentaram apenas
reagdo local, sugerindo uma mudanga de comportamento da planta em relag@o ao virus.

A quantidade real de Virazole absorvida ou retida pelas células ¢ desconhecida
mesmo em dada concentragdo. Além disso, ndo é conhecido como Virazole € distribuido nas
células apds a absor¢do e como ele € metabolizado. Possivelmente plantas de G. globosa
apresentam vias metabolicas alternativas para a replicacdo do RNA viral (e ndo aquela inibida
pelo Virazole), possibilitando a sintese de novas particulas virais ou porque o metabolismo do
Virazole nessa espécie ¢é diferente.



Fig.13. Efeito de diversas concentracoes
de Virazole sobre o conteiddo de VAP em
explantes de G.globosa (ELISA).
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Os dados desses experimentos mostram que a eficacia de Virazole contra viroses de
plantas ¢ dependente também do estagio de desenvolvimeto das células e tecidos tratados. 0
Virazole inibiu efetivamente a multiplicagdo do VAP quando pedagos de folhas obtidos de
fumo infectado foram utilizados como explante (Exp. 2). Quando células de calos ndo
organizados foram tratados com Virazole, houve pouca ou nenhuma inibigio da multiplicagio
dos virus (Exp. 1).

Em geral, tecidos menos organizados foram mais sensiveis ao Virazole. Células de
folhas puderam se desenvolver em concentragdes mais altas do produto do que células de calos
ndo organizados.

LOZOYA-SALDANA et al.(1984), observaram que o Virazole foi capaz de inibir a
multiplicag@o do virus do mosaico do fumo "tobacco mosaic virus" (TMV) em células foliares
de fumo quando o tratamento comegou logo ap6s a inoculagdo, porém ndo foi eficaz em calos
ndo diferenciados inoculados com o mesmo virus.

0 Virazole reduziu de maneira significativa a incidéncia de infecgdo pelo virus x da
batata "potato virus X" (PVX) nas populagdes de plantas regeneradas quando adicionado
em meio de cultura que induz o desenvolvimento de brotos axilares, mas nio em meio
de proliferacdo de células (SHEPARD, 1977).

0 uso de calos infectados com virus e tratados com diferentes concentracdes de
Virazole in vitro, mostrou ser um método eficiente para avaliar o efeito terapéutico do produto.

4.3. Virus da tristeza dos citros (CTV).

0 desenvolvimento de brotos axilares obtidos de estacas de limdo Galego infectadas
com CTV e cultivadas in vitro, foi afetado pelo contetildo de Virazole no meio de cultura.

Tratamentos com 500 ppm da substncia apresentaram efeitos fitotoxicos que foram
manifestados através de necrose e morte das estacas. Nas concentragdes de 400 e 300 ppm as
estacas permaneceram verdes, porém, os brotos em desenvolvimento pararam de crescer e
morreram.

Estacas tratadas com 200 e 100 ppm de Virazole emitiram o mesmo numero de
brotagdes que os controles ndo tratados e sadios. O desenvolvimento dos brotos comegou
ap0s 10-12 dias de cultura e atingiram 1 cm cerca de 30 dias ap6s o inicio do tratamento.
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0 Virazole inibiu a multiplicagdo do CTV & concentra¢do de 200 ppm. Essa inibi¢8o
foi verificada pela auséncia de sintomas especificos do virus da tristeza nas plantas obtidas. As
plantas cresceram tdo bem quanto as plantas sadias (Fig. 14). 0 Virazole néo foi efetivo a 100
ppm. Nessa concentragdo o virus provocou paralisagdo do crescimento das plantas e as folhas
também apresentaram sintomas de palidez nas nervuras e redugdo do tamanho, semelhantes as
plantas infectadas que ndo receberam tratamento (Fig. 15).

Nos testes ELISA foram obtidos valores muito baixos (A4¢s5 = 0,009) nas plantas
tratadas com 200 ppm de Virazole aos 60, 150 e 330 dias ap0s a enxertia (Fig. 16). As plantas
tratadas com 100 ppm de Virazole apresentaram conteudo de virus bastante elevado, em torno
de 2.800 ng/ml aos 330 dias apos a enxertia. Esse valor foi proximo ao das plantas controle que
ndo receberam tratamento, que foi em torno de 2.960 ng/ml.

0 efeito terapéutico de Virazole sobre o CTV também foi verificado em "Western

blot" pela auséncia de bandas correspondentes as proteinas do capsideo do virus, nas plantas

tratadas com 200 ppm de Virazole (Fig. 17). As plantas tratadas com 100 ppm do produto
apresentaram padrdo de bandas similar ao controle que ndo recebeu tratamento e ao padrio de
bandas do virus purificado. Considerando que o teste de "Western blot" ¢ mais sensivel que o
de ELISA, este resultado confirma a eliminagdo total do CTV nos brotos obtidos de estacas
tratadas com Virazole.

Observagdes visuais das plantas de limdo Galego indicaram que o tratamento in vitro
de estacas infectadas com 200 ppm de Virazole previniu completamente o desenvolvimento de
sintomas do CTV. Os testes seroldgicos confirmaram que os brotos desenvolvidos estavam
livres de virus. Apés um ano do inicio do tratamento as plantas ainda permaneceram sadias.
Esses resultados revelam experimentalmente a eficacia deste composto quimioterapico sobre a
multiplicagdo do CTV. 0 Virazole, além de exercer efeito sobre as vias de sintese de acidos
nucléicos, deve comprometer o processo de tradugdo de proteinas do CTV, detectado

experimentalmente pela auséncias de bandas correspondentes as proteinas do capsideos do
virus em testes de Western blot.



Fig. 14. Efeito terapéutico de Virazole contra infeccio pelo CTV em plantas de limio
Galego. Plantas A e B apresentam paralisacio do crescimento.
A) Controle infectado que nio recebeu tratamento.
B) Planta tratada com 100 ppm de Virazole.
C) Planta tratada com 200 ppm de Virazole.
D) Controle sadio.
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A B C D

Fig. 15. Folhas de plantas de limdo Galego infectadas com CTV. As folhas B e C
apresentam-se menores em relaciio ao controle A e com sintomas de palidez das
nervuras.
A) Controle sadio.
B) Controle infectado que nio recebeu tratamento.
C) Tratamento com 100 ppm de Virazole.
D) Tratamento com 200 ppm de Virazole.
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Fig. 17. Western blot da proteina do capsideo de CTV. Auséncia das bandas no controle
sadio B e planta tratada com 200 ppm de Virazole E.
A) Virus da tristeza purificado.
B) Limao Galego sadio.
C) Liméo Galego infectado sem tratamento.
D) Limao Galego infectado tiratado com 100 ppm de Virazole.
E) Lim#o Galego infectado tratado com 200 ppm de Virazole.
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GRENO et al. (1990) verificaram que a adigio de quimicos antivirais em meio de
cultura afetou o desenvolvimento de explantes de citros. O efeito dependeu do antiviral, sua
concentragdo € a espécie de planta usada como hospedeira. Virazole a 50 ¢ 100 mg/l foi
fitotoxico para todas as espécies estudadas. A concentragio de 10 mg/l os explantes cresceram
tdo vigorosamente quanto os controles infectados sem tratamento e sadios. A indexagdo
mostrou que somente Virazole teve algum efeito sobre o CTV. Foram obtidas algumas plantas
livres de virus, dependendo da variedade.

A diferenga de resultados entre o trabalho de GRENO ef al., (1990) e o nosso ¢
provavelmente devido a variagdo metodologica, podendo ser uma indicagdo de diferengas nas
estirpes de CTV utilizadas nos trabalhos.

Todos esses resultados sdo consistentes com a hipotese segundo a qual a atividade
antiviral de Virazole resulta de sua agdo sobre a multiplicagdo viral e ndo sobre a inativa¢do do

virus presente. Isso implica que tratamentos longos s3o necessarios para erradicar os virus de

tecidos uniformemente infectados, enquanto que um tratamento breve podera bastar para obter
brotos axilares isentos de virus (SIMPKINS er al., 1981).

A explicagdo acima pode também se dar para auséncia de particulas de CTV em
brotos adventicios de limdo Galego retirados de estacas, que foram incubadas na presenga
de Virazole por um espago de tempo relativamente curto. Nesse tipo de tratamento o
Virazole pode ter bloqueado a replicagdo de CTV embora os virus existentes possam
permanecer na estaca original, os novos brotos desenvolvidos podem estar livres de virus.

SHEPARD (1977) sugeriu uma explicago similar para o fato de que protoplastos de
N. tabacum infectados com PVX e tratados com Virazole permaneceram infectados, enquanto
que brotos embriogénicos diferenciados de protoplastos derivados de calos estavam livres de
virus.
dos virus para gemas axilares das quais os brotos sdo derivados.

CASSELLS & LONG (1980) sugeriram que as razdes para que plantletes de N.
tabacum, obtidos de brotos adventicios de cultura de peciolos infectadas com PVY ¢ CMV
estavam sadios, € que o Virazole restringiu o movimento dos virus para os brotos em
desenvolvimento.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram claramente que o Virazole é um
inibidor potencial importante da multiplicacdo de virus na planta hospedeira. Sua eficiéncia
como agente inibidor da multiplicagdo viral depende da sua concentragio, da planta hospedeira,

do tipo de célula ou tecido tratado, € do virus que o infecta.
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Pouco se conhece se o Virazole atua em virus de planta com o mesmo mecanismo
que atua em virus animal. Seus modos de agdo sdo aparentemente multiplos, interferindo em
numerosas vias metabolicas do virus e da célula hospedeira, geralmente alterando o "pool" de
nucleotideos e inibindo a formag&o do "cap" de RNA mensageiros.

0 Virazole inibiu efetivamente a multiplicagdo de 3 virus diferentes (VEFV, VAP e
CTV), pertencentes a dois diferentes grupos: Closterovirus (VEFV e CTV) e Tobravirus
(VAP). Segundo GOSWANI ez al. (1979), o Virazole apresenta um poderoso efeito inibidor
sobre o "cap" do terminal 5' do RNA mensageiro viral sintetizado in vitro. Como o VAP ¢ o
CTV (e provavelmente o VEFV) possuem "cap" pode-se supor que 0 mesmo mecanismo de
inibigdo pode ter ocorrido com esses dois virus. Para o0 CTV pode ter ocorrido uma restrigdo
do movimento dos virus em tecidos jovens em desenvolvimento concomitante com a sua
replicag@o inibida.
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5. Conclusdes.

1. 0 meio de cultura B (MS + AIA + 2,4-D + CIN) foi o mais indicado para
indug¢do de calos em videira, sob condi¢Ses de escuro e temperatura ao redor de 249C. O
mesmo meio e condigles de cultura foram eficientes para obtengdo e cultivo de calos de fumo e
G. globosa.

2. A utilizagdo de calos infectados com virus e tratados com Virazole in vitro,
mostrou ser um modelo de estudo eficiente para avaliar o efeito desse composto
quimioterapico sobre virus de planta, permitindo acompanhar a evolugdo do contetido de virus
no transcurso de varias subculturas sucessivas.

3. 0 Virazole foi capaz de inibir a multiplicacdo de 3 diferentes virus (VEFV,

VAP e CTV), pertencentes a dois grupos distintos: Closterovirus (VEFV e CTV) e Tobravirus
(VAP).

4. A concentracdo de Virazole que se mostrou mais eficiente para inibir a
multiplicagdo do VEFV foi de 50 mg/l, porém, um longo periodo de incubagio foi necessario
para completa supressdo dos virus.

5. A eficiéncia do Virazole sobre a multiplicagio do VAP foi dependemte da
concentragdo utilizada e da planta hospedeira. Em calos de fumo a concentragdo de 200 ppm
foi eficaz para erradicar o virus, enquanto que em G. globosa ndo foi efetivo em nenhuma das
concentragdes testadas. Possivelmente plantas de G. globosa apresentam vias metabolicas
alternativas para a replicagdo do RNA viral, possibilitando a multiplicagdo do virus ou o
metabolismo do Virazole ¢ diferente nessa espécie.

6. A eficiéncia do Virazole contra virus de plantas foi dependente também do
estagio de desenvolvimento dos tecidos tratados. 0 Virazole inibiu a multiplicagio do VAP
quando pedagos de folhas foram utilizados como explantes ( Exp. 2), porém, ocorreu pouca ou
nenhuma inibi¢do quando células de calos ndo organizados foram tratados com Virazole (Exp.
1).

7. 0 tratamento de estacas de limoeiro Galego, infectados com CTV e
tratados com 200 ppm de Virazole previniu completamente a manifestagdo de sintomas nas

plantas obtidas de brotos axilares. Isso foi confirmado com testes ELISA e "Western- blot".
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8. 0 Virazole ¢ um quimioterapico eficiente para a obtengio de plantas livres
de virus, dependendo da espécie vegetal, do virus envolvido e das condigdes de tratamento.
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