| SECRETARIA %
| POS-GRADUAGAD
‘ Le.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
UNICAMP
INSTITUTO DE BIOLOGIA
"VIRUS DO ENROLAMENTO DA FOLHA DA VIDEIRA NO

BRASIL: CARACTERIZACAO ATRAVES DE ESTUDOS
SEROLOGICOS E DE MICROSCOPIA ELETRONICA"

SANDRA MARIA MANSUR SCAGLIUSI

ORIENTADOR: PROF. DR. JORGE VEGA

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas para obtengio do titulo

de Mestre em Ciéncias Bioldgicas na édrea de Biologia
A\¥ Vegetal.

\

\

(R CAMPINAS/SP
BRASIL
1995

BWHIC hME
FIBLWL.TEOR CEMTRAL §




U0 -0

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA CENTRAL DA UNICAMP

Scagliusi, Sandra Maria Mansur

Virus do enrolamento da folha da videira no Brasil’
caracterizacdo através de estucdos seroibgicos e de
microscopia eletrénica / Sandra Marla Mansur
Scacliusi. - Campinas, SP : Is.n.], 1995,

Crientador: Jorge Vega.
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1.Virus de plantas. 2. Microscopia eletrénica.
3. Sorologia. 1. Vega, Jorge. Il. Universidade Estadual
ce Campinas. instituto de Bioiogia. ili. Tituio.

?
i




A memoria de meu pai, VITO AUGUSTO SCAGLIUSI,

dedico.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. JORGE VEGA, pela imprescindivel contribui¢ao na minha
formacdo profissional, pela segura orientacdo deste trabalho e pelos valiosos conhecimentos
transmitidos com paciéncia, que com certeza marcardo profundamente minha formacio

cientifica.

Ao Dr. ALVARO SANTOS COSTA, Pesquisador Cientifico da Secéo de
Virologia e Servidor Emérito do Instituto Agrondémico de Campinas (IAC), pela
excepcional contribui¢do junto a minha formacédo cientifica e pelas valiosas sugestdes e

criticas apresentadas na revisdo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. AVELINO RODRIGUES DE OLIVEIRA, por apontar

caminhos e pelo incentivo, durante todos estes anos, para conclusido deste trabalho.

Ao Dr. HUGO KUNIYUKI, pela atengdo, apoio, ajuda na interpretacao dos

resultados € pelas corregdes e sugestdes apresentadas na revisdo deste trabalho.

Ao Dr. VALDIR ATSUSHI YUKI, pelas correcoes e sugestoes
apresentadas, e pela oportunidade que me possibilitou o desenvolvimento deste trabalho na

Secdo de Virologia do 1AC.

A Prof. Dra. CLAUDIA REGINA BAPTISTA HADDAD, pelas corregoes

e sugestoes apresentadas na revisdo deste trabalho.

Ao INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, e em especial 4 SECAO
DE VIROLOGIA, pelas facilidades que me possibilitaram a realizagdo do curso de Pos-

Graduacdo e deste trabalho.



Aos pesquisadores e funcionarios da Secdo de Virologia do IAC, pela

contribuicao durante o desenvolvimento deste trabalho.

Aos funcionérios da Secretaria de P6s-Graduagdo do Instituto de Biologia
da UNICAMP, em especial 2 JOSENIA e ao CARLOS, pela atenciio e auxilio nos tramites

burocraticos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPq), pela concessdo da bolsa de estudos para realizacdo do curso de Pds-Graduacdo.

Ao Fundo de Apoio ao Ensino e & Pesquisa (FAEP/UNICAMP), pela

concessdo da bolsa auxilio-ponte.

Aos meus irmdos, MARISA, SILVIA e VITOR, pelo apoio, incentivo e
compreensdo. Aos amigos, CELIA, FERNANDO, e em especial a0 FAUSTO.

Todo o reconhecimento de modo incompardvel a minha mae, LAILA
MANSLR SCAGLIUSI, pela presenca constante, dedicacdo, estimulo, e compreensao nos

momentos mais dificeis, sem a qual este trabalho no teria sido realizado.

E ao meu pai, VITO AUGUSTO SCAGLIUSI, que embora fisicamente
ausente, estard sempre presente em todos os momentos de minha vida, dando-me protecéo

e forcas para prosseguir.



CONTEUDO

2. INTRODUCAO . ... s s

3. REVISAODA LITERATURA . . ... ........ ...,

3.1 ENROLAMENTO DA FOLHA DA VIDEIRA: SINTOMATOLOGIA

3.2 CITOPATOLOGIA
3.3 ETIOLOGIA
3.4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA
3.5 DISTRIBUICAO DO VIRUS NA PLANTA
3.6 TRANSMISSAO E DISSEMINACAO NATURAL DO VIRUS
3.7 DETECCAO E CARACTERIZACAO DO VIRUS
3.7.1 Métodos Bioldgicos de Diagnodstico
3.7.2 Serologia e Microscopia Eletronica

3.7.3 Outras Técnicas de Deteccdo do Virus

4. MATERIAL E METODOS . . . . . o o s,

5. RESULTADOS . . . . ... . e

5.1 OBTENCAO DE TECIDO CALOSO
5.1.1 Formacao e desenvolvimento
5.1.2 Efeito da Luminosidade e temperatura
5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA
5.2.1 Citopatologia do Tecido Caloso
Folhas

€

de



5.2.2 Deteccado do virus em extratos
Caloso e de Folhas
5.2.3 Semipurificacdo
5.3 TESTES SEROLOGICOS
5.3.1 Elisa
5.4  TRANSMISSAO MECANICA

6. DISCUSSAO . . . . .. o s,

7. CONCLUSOES . . . .. .. e,

8. LITERATURA CITADA . . ... ... . . ... .. ...

de Tecido



1. RESUMO

Este trabalho teve como objetivo contribuir a um melhor conhecimento da moléstia
do Enrolamento da Folha da Videira (EFV) presente no Brasil, e em todos os paises
viticolas.

Diversas evidéncias indicam a etiologia viral do EFV, entre elas a capacidade de
transmissdo por enxertia e a sensibilidade do patdgeno a termoterapia. Além dessas
caracteristicas, diferentes particulas de virus (alongadas e isométricas) tém sido isoladas
de plantas de videira afetadas pelo EFV.

O método aceito para diagnosticar a moléstia, consiste na enxertia do material a ser
testado em variedades indicadoras para o enrolamento da folha, porém a leitura confidvel
dos sintomas induzidos na planta indicadora é realizada num periodo de 2-3 anos apds a
enxertia.

Usando técnicas ligadas a serologia, pode-se melhorar as condi¢des para o
diagnéstico deste virus, por testes mais rapidos que os de indexagdo por enxertia em
variedades indicadoras.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, observou-se através de testes de
microscopia eletrénica, uma maior concentragio do virus em tecido caloso de videira,
obtido in vitro, em relacdo a concentracao encontrada nas folhas e hastes da propria planta.

A fim de se obter dados que contribuissem para um melhor conhecimento da
moléstia do EFV presente no Brasil e facilitar as condi¢cées de diagnéstico, foram
estudados os seguintes aspectos: 1) possibilidade do uso de tecido caloso obtido in vitro a
partir de tecidos de videira com EFV, como modelo, para estudo e manutencdo do virus;
2) citopatologia do tecido caloso a nivel de microscopia eletronica; 3) avaliacio da relagdo
serologica existente entre as particulas virais do tipo closterovirus detectadas em calos de
videira com enrolamento da folha através de testes de microscopia eletrénica de imuno-
adsorcao utilizando anti-soros preparados para o Virus do Enrolamento da Folha da Videira
(VEFV) e para o Virus da Tristeza dos Citros (VTC); 4) deteccio de particulas virais do

tipo closterovirus em amostras semipurificadas de folhas de videira em variedades
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indicadoras (Pinot Noir e LN-33) e ndo-indicadora do EFV (Seibel 2) e 5) tentativas de
transmiss@o mecdnica do virus do enrolamento da folha da videira para a hospedeira
herbacea NVicotiana benthamiana.

Outro aspecto estudado neste trabalho se refere a perpetuacio do virus através da
cultura in vizro ao longo de vérias repicagens do calo. Condicoes diferentes de temperatura
e luminosidade também foram avaliadas, visando estabelecer diferencas no
desenvolvimento do calo e na concentracdo do virus.

Os resultados deste estudo mostraram que o virus detectado, associado ao EFV, se
multiplica ativamente nas células do tecido caloso de videira.

A citopatologia observada nos calos de videira afetadas pelo EFV ¢ caracteristica
de infecgdo por closterovirus.

O estudo das particulas virais associadas ao EFV pela técnica de tecido caloso in
vitro mostrou-se util devido a rapidez da formacao do tecido caloso, diminuigido do risco
de contaminacao das amostras, e especialmente pela baixa atividade de oxidases das células
do calo. Para manutengdo do virus por periodos prolongados ndo se mostrou eficiente.

Com relacdo ao efeito da luminosidade e temperatura, nio foram observadas
diferencas significativas no desenvolvimento do calo e na concentragido do virus.

Os testes de transmissdo mecdnica para hospedeira herbacea Nicotiana benthamiana
foram negativos.

A técnica de ISEM feita com materiais semipurificados de folhas, mostrou ser um
teste adequado e rapido para o diagnéstico da doenga, quando comparada com a indexagio
por enxertia em variedades indicadoras.

Os resultados das técnicas de ISEM, decoracdo e do teste de F(ab’), ELISA,
mostraram que o isolado do VEFV estudado neste trabalho é predominantemente do tipo
II1. Os anti-soros preparados para os isolados tipos [ e Il somente reagiram nos testes de
ISEM e decoragdo, indicando uma relagdo serolégica muito fraca com o virus estudado.

Pode-se concluir que o EFV ¢é uma doenca complexa, onde parecem estar
envolvidos varios componentes virais, sendo que um deles mostrou relagdo seroldgica com

o VTC, como observado nos testes de ISEM com decoracéo.



2. INTRODUCAO

A videira (Vitis spp.) representa cultura de significativa importidncia dentro da
producdo agricola do pais, constituindo-se em uma atividade de considerdvel expressdo
social e econdmica. No Brasil, o estado de Sao Paulo é o primeiro maior de uva para mesa
e o segundo na produc@o de uva para vinho, totalizando uma area cultivada de 10.240
hectares e producio de 140.440 toneladas (SAO PAULO, 1994). O estado do Rio Grande
do Sul ocupou o primeiro lugar na produgdo de uva para vinho, produzindo cerca de
505.460 toneladas no ano de 1992 (IBRAF, 1993).

Como a maioria das espécies cultivadas que sdo multiplicadas vegetativamente, a
videira perpetua patdgenos que se acumulam durante as sucessivas propagacgdes, causando
grandes perdas a cultura e chegando a comprometer a sobrevivéncia destas plantas
(BOVEY & MARTELLI, 1992).

O Enrolamento da Folha da Videira (EFV) é considerado como uma das mais
importantes e disseminadas moléstias de virus que ocorre em videira, devido as perdas
induzidas pelo patégeno na produgdo viticola e a alta freqiiéncia com que é encontrada.

Embora a etiologia do EFV n3o tenha sido totalmente esclarecida, diferentes
particulas de virus com morfologia alongada e isométrica, restritas aos tecidos floematicos,
tém sido isoladas de videiras afetadas pela doenca.

A pesquisa visando o isolamento e a caracterizagdo do agente causal do EFV, e o
desenvolvimento das técnicas de diagnéstico sdo de fundamental importincia para a
viticultura mundial.

As doengas causadas por virus em plantas perenes como a videira, sdo
tradicionalmente diagnosticadas pelo método de enxertia: o material a ser testado é
enxertado em variedades de videira indicadoras da doenca. Quando se usa este método
tradicional de diagndstico, a leitura confiavel dos sintomas nas videiras indicadoras, s6
pode ser realizada num periodo de 2-3 anos apds a enxertia.

As técnicas modernas de diagndstico de virus fitopatogénicos, baseadas em métodos

serolégicos, apresentam alta sensibilidade e geralmente fornecem respostas mais rapidas



que os métodos bioldgicos tradicionais, baseados na enxertia de plantas indicadoras.

As particulas virais associadas ao EFV, sio de dificil observagdo ao microscépio
eletrdnico, devido a interferéncia de compostos fenélicos que prejudicam a extragdo de
nucleoproteinas. Por essa razdo a planta de videira ndo é considerada adequada para o
estudo destes virus. A falta de uma hospedeira herbicea como planta-teste para reproduzir
a doenca e estudar o virus, tem sido um problema para elucidar a etiologia do EFV.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foi observado ao microscépio eletr6nico,
uma maior concentragdo de particulas virais do grupo closterovirus, em tecido caloso
obtido in vitro a partir de hastes e brotos de videira com enrolamento da folha, em relacéo
a concentragdo encontrada nas folhas e hastes da propria planta.

Estes resultados mostraram diferentes interpretacdes: 1) nas folhas e hastes de
videira existem substincias que interferem na detec¢do do virus, como acontece com a
oxidagdo de polifendis pela agdo da enzima polifenol oxidase originando os taninos. Em
geral os extratos de folhas e hastes de videira sofrem um escurecimento muito mais rapido
que sugere alta atividade das oxidases; e 2) os calos sdo formados a partir da proliferagdo
de alguns tecidos, e ndo de todos os tecidos que compdem o explante original. Sendo os
closterovirus, grupo de virus limitado aos tecidos floematicos, é possivel que o calo seja
formado preferencialmente a partir da proliferacdo desses tecidos, aumentando o contetido
relativo de virus, facilitando assim sua deteccio.

Neste trabalho, foi estudada a detecgio de particulas virais em videiras infectadas
pelo VEFV, através da utilizagio de tecido caloso obtido in vitro, e a caracterizagio destas

particulas virais através de estudos serolégicos e de microscopia eletronica.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ENROLAMENTO DA FOLHA DA VIDEIRA: SINTOMATOLOGIA

As primeiras descricoes sobre a ocorréncia da moléstia do Enrolamento da Folha
da Videira (EFV) datam do século passado, mas a primeira indicacido de que se tratava de
origem viral foi feita por SCHEU em 1936 (apud GOHEEN & HEWITT, 1964), na
Alemanha, quando foi demonstrada sua transmissdo por enxertia.

A moléstia do EFV foi conhecida durante muito tempo por diferentes nomes como
"rougeau”, "flavescence" e "brunissure " na Franca, "Rollkrankheit" e "Blattrollkrankheit"
na Alemanha e "accartocciamento fogliare" na Itilia. Em 1946, na Califérnia, HARMON
e SNYDER descreveram uma doenga com sintomas de enrolamento foliar que levava a
producdo de bagas brancas em videiras da variedade ‘Emperor’, a qual normalamente
produzia bagas vermelhas, denominado-a de "White Emperor disease".

Fazendo um estudo comparativo com videiras infectadas destas diferentes regides,
GOHEEN ez al.(1958) descreveram que a alteragdo prematura na cor das folhas durante
0 outono, o enrolamento das folhas para baixo, o atraso na maturagio dos frutos e a baixa
concentragdo de aclcar durante o periodo de colheita eram comuns para todas estas
doencas. Desta forma, eles concluiram que todos estes sintomas eram supostamente
causados por um mesmo patdgeno, e a doenga passou entio a ser identificada com o nome
de Enrolamento da Folha da Videira ("Grapevine Leafroll Disease”), que corresponde ao
nome original ("Rollkrankheit"), dado por SCHEU.

A sintomatologia apresentada pela planta, varia de acordo com as condigdes
climéticas, €poca do ano e principalmente com a variedade. As plantas afetadas de
variedades sensiveis, caracterizam-se por serem menores que as sadias.

Durante o periodo de maturacdo dos frutos, as folhas apresentam uma clorose
prematura das margens e do parénquima internerval. Nesta época, os sintomas mais tipicos
sdo expressos nas folhas, facilmente identificados nas cultivares de Vitis vinifera, onde
estas se apresentam enroladas para baixo, e a drea internerval da ldmina foliar se torna

avermelhada (Figura 1) ou amarelada, permanecendo verde a nervura principal,



Figura 1 - Sintomas induzidos pelo virus do enrolamento da folha da videira (EFV).
Planta da variedade ‘ILN-33’, mostrando enrolamento das folhas e avermelhamento das

4reas internervais.
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até o final do ciclo. Nas cultivares viniferas, tanto de uvas brancas como de uvas tintas,
as folhas das plantas infectadas apresentam o limbo com aspecto rugoso, quebradico e de
consisténcia mais grossa do que nas folhas de plantas sadias (GOHEEN et al., 1958,
KUNIYUKI, 1978 e KUHN, 1989.)

Sintomas diferentes podem estar associados as diferencas entre estirpes ou isolados
do virus (CHAMBERLAIN ez al., 1970 e TAYLOR & WOODHAM, 1972). Neste sentido
GUGERLI & BRUGGER (1990) mostraram que ocorria diferenca na expressdo dos
sintomas na videira ‘Gamay’ quando infectada com diferentes isolados do virus. Os
sintomas relacionados com o isolado do virus tipo I eram mais fracos e apareciam antes
que os sintomas dos isolados tipos II e III. As nervuras primarias e secunddrias das folhas
desta mesma variedade, quando infectada com o isolado tipo II, se tornavam vermelhas,
o que diferia dos sintomas tipicos do enrolamento, no qual as nervuras permaneciam
verdes.

A doenga atrasa a maturacdo dos frutos. O sintoma mais comumente observado,
principalmente nas variedades tintas € a maturagdo irregular e atrasada da uva, que pode
ndo se completar em plantas muito afetadas (KUHN, 1989). Durante a época de colheita,
os frutos de videiras infectadas apresentam um teor de agicar inferior ao das plantas
sadias, e a coloracdo dos frutos de variedades tintas e pretas é alterada, tornando-os
pélidos. As plantas afetadas, possuem um menor nimero de cachos e estes sio meiiores
em tamanho € peso que os de plantas normais (GOHEEN & COOK, 1959; GOHEEN &
HEWITT, 1964).

Vérios trabalhos t¢ém mostrado que a infecgdo pelo Virus do Enrolamento da Folha
da Videira (VEFV), reduz o teor de acgucar nos frutos durante a colheita (GOHEEN &
COOK, 1959; OVER DE LINDEN & CHAMBERLAIN, 1970). Também foi observado
que a concentragdo de pigmentos em vinhos obtidos de videiras infectadas foi reduzida pela
metade quando comparada com a concentracio de pigmentos de vinhos obtidos de videiras
sadias (OVER DE LINDEN & CHAMBERLAIN, 1970).



3.2 CITOPATOLOGIA

HOEFERT & GIFFORD (1967) estudaram os efeitos anatdmicos induzidos pelo
virus do enrolamento da folha e observaram degeneracdo do floema nos feixes vasculares
das folhas, caules, raizes e pedicelo dos frutos de videiras infectadas. A degeneracdo do
floema relacionada ao enrolamento da folha é tipica de doengas causadas por virus,
associadas ao tecido floemético. Os efeitos degenerativos sdo o esmagamento e a
obliteracdo dos elementos crivados e ocorrem juntamente com a maturacdo dos mesmos.

Estudos anatomicos, feitos por GOHEEN (1965), mostraram que a degeneragdo das
células do floema resulta em um acimulo de amido nas folhas de plantas infectadas,
reduzindo o teor de agicar dos frutos.

KIM et al.(1989) estudaram os efeitos citopaticos em secgdes ultrafinas, obtidas de
folhas de wvideira infectadas pelo VEFV, e observaram mudancas estruturais nas
mitocondrias das células parenquiméticas do floema. Estas alteracdes incluiam a ocorréncia
de pequenas vesiculas membranosas, juntamente com a degradacio do estroma das
mitocondrias. A maioria destas vesiculas estava preenchida por um material fibrilar,
eletrodenso, que se aglutinava no centro destas. O didmetro destas vesiculas variava em
torno de 50-100 nm e estas eram envoltas por uma membrana lnica e simples que na
maioria das vezes, era continua com a membrana externa da mitocondria. Em adicdo a
mudanca estrutural das mitocOndrias, também foi observada, neste mesmo trabalho, a
presenca de particulas do tipo closterovirus preenchendo totalmente as células
parenquimaticas do floema.

A ocorréncia de mitocondrias vesiculadas em videiras com enrolamento foliar, ja
havia sido anteriormente descrita por CASTELLANO et al.(1983), mas neste caso as
particulas de virus associadas com estas vesiculas eram isométricas. Além disso, as
vesiculas associadas com estas particulas eram envoltas por uma membrana dupla,
originada de invaginacdes das membranas externa e interna da mitocOndria, diferente
daquelas observadas por KIM et al.(1989), associadas a particulas do tipo closterovirus,
que eram envoltas por uma membrana simples, aparentemente formada por invaginagdes

da membrana externa da mitocondria. FAORO et al. (1993) ndo conseguiram demonstrar



diferencgas citopatoldgicas entre os isolados tipos I e Il do VEFV.

Os efeitos citopaticos limitados as células floematicas e as vesiculas originadas de
mitocondrias modificadas, contendo material fibrilar eletrodenso, sdo alteracdes bastante
caracteristicas das infecgdes causadas por closterovirus (LISTER & BAR-JOSEPH, 1981
e FRANCKI et al., 1985).

3.3 ETIOLOGIA

A etiologia do EFV ainda néo foi totalmente estabelecida, mas diferentes particulas
virais tém sido descritas associadas & doenca, entre elas particulas alongadas do tipo
potyvirus (TANNE et al., 1977) e closterovirus (NAMBA et al., 1979) e particulas
isométricas (CASTELLANO et al., 1983). Entretanto, uma crescente quantidade de
trabalhos mostra evidéncias da associacdo do EFV com os closterovirus, que parece ser
a mais freqiente, ‘como mostra a Tabela 1.

Alguns dos trabalhos da Tabela 1 merecem comentérios adicionais. Por exemplo,
VON DER BRELIE & NIENHAUS (1982) observaram particulas do tipo closterovirus nas
células do floema de videiras infectadas pelo VEFV, entretanto ndo foi possivel associa-las
com a doencga, pois a presenca dessas particulas também foi observada em material sem
sintomas.

No caso das particulas isométricas observadas por CASTELLANO et al.(1983), em
videiras com enrolamento foliar, foi concluido posteriormente por BOSCIA et al.(1991),
que estas estariam associadas com outra doenga que ocorre em videira, conhecida como
Mosaico das Nervuras da Videira ("Grapevine Fleck Disease"), diferente do EFV.

Os closterovirus, grupo de virus restrito aos tecidos floeméticos, constituem-se de
particulas de morfologia alongada, fina e muito flexuosa, sendo que o nome do grupo foi
originado da palavra grega ‘kloster’ que significa filiforme (MATTHEWS, 1982). A
particula viral € composta por um tnico tipo de proteina. Os closterovirus possuem
simetria helicoidal, sendo que a composicdo do 4cido nucleico é formada de 5-6% de

RNA, ndo segmentado e do tipo fita-simples. O comprimento médio da particula varia de
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1.250 4 2.000 nm, mas hid membros do grupo possuindo um comprimento menor (600
nm). O didmetro das particulas na maioria dos membros do grupo varia de 10-12 nm
(FRANCKI et al., 1985).

ZIMMERMANN ez al. (1990a) e GUGERLI et al. (1991), fizeram a caracterizacio
dos virus associados ao EFV e observaram 4 tipos distintos, sendo que o tamanho do RNA
dos GLRaV tipos I,II e IV era de 15,6 kb e do tipo Il era de 20 kb. Estes mesmos autores
mostraram que o comprimento médio das particulas dos tipos I, III e IV variava em torno
de 2.000 nm e do tipo II era um pouco menor, chegando a 1.400 nm.

Ndo foram encontrados closterovirus em células do mesofilo em nenhum dos

trabalhos acima mencionados.
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Tabela 1. Particulas virais observadas em videiras infectadas pelo VEFV, por diferentes

autores.

Particula Tamanho Técnica Referéncia
(nm)

alongada/ 13 x 790 Purificacio e TANNE et al., 1977.
potyvirus Citopatologia
alongada/ 11 x 1000 "Leaf-dip" e NAMBA et al., 1979.
closterovirus Citopatologia
alongada/ 11 x 1100 Citopatologia FAORO et al., 1981.
closterovirus
alongada/ 11 x 2000 Citopatologia VON DER BRELIE &
closterovirus NIENHAUS, 1982.
isométrica 22-24 Citopatologia CASTELLANO ez al., 1983.
alongada/ 10 x 800 "Leaf-dip" CORBETT & WIID, 1985.
closterovirus
alongada/ 1800-2000 Purificacdo GUGERLI et al., 1984.
closterovirus
alongada/ 800-825 ISEM MILNE er al., 1984.
closterovirus
alongada/ 7 x 1400 "Leaf-dip" MOSSOP er al., 1985.
closterovirus
alongada/ 1800-1900 Purificacdo e ZEE et al., 1987.
closterovirus Citopatologia
alongada/ 1800-2000 Purificacdo ZIMMERMANN er al., 1988.
closterovirus
alongada/ 900-1000 Purificacdo BARBA et al., 1989.
closterovirus
alongada/ 12x7? Citopatologia KIM et al., 1989.
closterovirus
alongada/ 1500-2000 Purificacdo HU et al., 1990a.
closterovirus
alongada/ 2000-2200 Purificagdo ZIMMERMANN et al., 1990a.
closterovirus
alongada/ 10-12 x ? Citopatologia FAORO et al., 1991.

closterovirus
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3.4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A ocorréncia da moléstia do EFV tem sido descrita em todas as regides viticolas
do mundo, demonstrando a alta disseminac¢do da doenca.

No Brasil, o EFV foi descrito primeiramente no estado de Sdo Paulo por
KUNIYUKI em 1972 e no Rio Grande do Sul por KUHN e SIQUEIRA (1974).
Posteriormente foi comprovada por KUNIYUKI (1981) a ocorréncia dessa virose em pelo
menos quatro estados brasileiros (Goids, Minas Gerais, Parani e Santa Catarina).

Recentemente GUGERLI ef al. em 1990, mostraram que o isolado do virus tipo I
foi encontrado em cultivares de videira na maioria das regides produtoras de vinho do
Nordeste da Europa (Alemanha e Suica). O isolado tipo III foi o mais comumente
encontrado, predominando sobre toda a regido do Mediterraneo (Franca, Italia, Portugal,
Espanha, Turquia e Iugosldvia). Este isolado III também foi o mais encontrado na América
do Sul e Nordeste da Africa.

No Japao, a doenca foi primeiramente reconhecida por TANAKA em 1976.
Posteriormente, NAMBA er al.(1979), demonstraram pela primeira vez, a presenca de
particulas do tipo closterovirus no tecido floematico de videiras infectadas.

Na China, a ocorréncia da doencga foi descrita por LI et al.(1989), em cultivares
de videira com sintomas tipicos do EFV, mostrando a presenca de particulas de
closterovirus, as quais foram decoradas pelos anti-soros preparados para os isolados tipo
Iell

A doenga também foi detectada por TANNE & NITZANY (1967) em Israel. Na
Tunisia, foi observada a presenca de 4 isolados diferentes do virus em plantas de videiras
com enrolamento da folha, mas o isolado tipo III foi 0 que mais predominou (AGRAN er
al., 1990). MOSSOP et al. em 1985, encontraram closterovirus em videiras afetadas pelo
enrolamento da folha na Nova Zeldndia. Plantas de videira com sintomas de enrolamento
foliar também foram encontradas na Rissia (FELD & MILKUS, 1989) e na
Tchecosloviaquia (SUBIKOVA & VANEK, 1989).
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3.5 DISTRIBUICAO DO VIRUS NA PLANTA

O conhecimento da distribuicdo do virus na planta é de grande importincia para
facilitar o diagnéstico, podendo determinar qual a melhor época e qual o tecido mais
adequado para uma detecgdo precisa da doenca.

Diferentes partes de uma planta de videira, foram testadas pela técnica direta de
ELISA por TELIZ et al.(1987), para detectar a presenca do virus nos diferentes orgios.
As partes testadas foram: raizes, folhas, flores, frutos, pedicelo de frutos, gavinhas e
cascas de estacas em dorméncia. O isolado estudado neste experimento foi o tipo III, que
foi primeiramente detectado nas flores e raizes 15 dias apos a brota¢io das gemas. Nos
frutos, o virus foi detectado em todos os estigios, exceto quando tinham um didmetro
inferior 2 2-4 mm. As folhas mostraram ser boa fonte de antigeno apenas ap6s a floragio.
Depois desse periodo, o virus pdde ser detectado tanto em folhas sem sintomas como em
folhas que exibiam os sintomas tipicos da doenga, mas nunca em plantas sadias. Assim,
trés fases podem ser descritas: 1) no periodo desde a brotagdo das gemas até a floragdo,
o virus estava presente apenas nas flores e ndo foi detectado nas folhas 2) do final da
floragdo at€é a formacdo dos frutos (25-75 dias apds a brotacdo das gemas) o virus foi
detectado nas folhas mais expandidas (basais) e ausente nas terminais e 3) do estagio de
inaturagdo dos frutos até a colheita, o virus foi detectado em todas as folhas, incluindo as
terminais. Neste trabalho pdde-se concluir que a velocidade de movimentacio do virus na
planta pode wvariar de acordo com o estigio de desenvolvimento da videira e que sua

velocidade média de translocacdo na planta foi de 2 nés por dia.

3.6 TRANSMISSAO E DISSEMINACAO NATURAL DO VIRUS

A videira € propagada vegetativamente através de estacas ou de gemas para
enxertia. Devido a esta forma de propagacéo, a perpetuagdo da moléstia do EFV através
da unido de tecidos € a principal forma de disseminacio da doenca (GOHEEN et al.,
1959).
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Tentativas de transmissdo mecénica do virus de videira para videira, tiveram
resultados sempre negativos. Da mesma forma, os estudos feitos para determinar a
transmissdo do virus através da semente também foram negativos (BOUBALS, 1969 e
KUNIYUKI, 1978).

TANNE et al.(1974), usando indculo de videira com EFV, conseguiram a
transmissdo mecanica de um potyvirus para Nicotiana glutinosa. Entretanto, estes
resultados nao foram confirmados por outros pesquisadores (NAMBA et al., 1979).

A transmissao do VEFV por cuscuta (Cuscuta campestris) para plantas de videira
sadias, foi obtida por WOODHAM & KRAKE (1983). Nio houve transmissido por este
método para plantas herbéceas.

Com relacdo a disseminagdo natural do virus, a maioria das doencas causadas por
virus em videira se dispersa vagarosamente em condigbes naturais, devido a pouca
eficiéncia do vetor. Embora a moléstia do EFV seja muito antiga, apenas recentemente foi
descoberto um vetor natural da doenga. Ha evidéncias mostrando a transmissdo deste virus
pela cochonilha Planococcus ficus Signoret de videiras infectadas pelo VEFV para plantas
de videiras sadias na Africa do Sul (ENGELBRECHT & KASDORF, 1985).

A mesma espécie de cochonilha também foi utilizada na transmissdo experimental
do virus para plantas de videira sadias, sendo que os sintomas tipicos da doenca
apareceram 5 meses apds a inoculagio (ROSCIGLIONE & GUGERLI, 1989).

TANNE ez al.(1989) conseguiram a transmissdo experimental do virus diretamente
de videira para videira, utilizando uma outra cochonilha, Pseudococcus longispinus
Targioni Tozzetti, e os sintomas apareceram nas plantas indicadoras 4 meses apds a
infestacdo pelas cochonilhas.

Em 1990, ENGELBRECHT & KASDORF utilizando a cochonilha P.ficus
conseguiram a transmissao do isolado tipo III de plantas de videira com enrolamento, para
plantas de videira sadias. Os isolados tipos I e Il ndo foram transmitidos, embora
estivessem presentes na planta doadora. A transmissdo do isolado tipo III de videira para
videira, pela cochonilha P.ficus, também foi obtida por GUGERLI et al.(1990).

Outra espécie de cochonilha, Planococcus citri Risso, foi descrita por AGRAN et
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al.(1990), como vetora do VEFV. Neste trabalho a videira doadora do virus estava
infectada pelos isolados tipos LI e III e por um outro isolado conhecido como GVA
("Grapevine Virus A"). Através de testes seroldgicos nas plantas receptoras do inéculo

(Nicotiana clevelandii), mostrou-se que houve apenas a transmissio do GVA.

3.7 DETECCAO E CARACTERIZACAO DO VIRUS
3.7.1 METODOS BIOLOGICOS DE DIAGNOSTICO

Os métodos biol6gicos de diagndstico, ou seja, os baseados na utilizacio de plantas
indicadoras, ainda sdo os mais usados para o diagndstico da doenca, através da observacao
dos sintomas tipicos do EFV (GOHEEN, 1965).

A técnica tradicional para detectar o VEFV consiste na enxertia de uma gema
dormente do material a ser testado em variedades de Vitis vinifera L. sensiveis ao EFV,
sendo que as mais utilizadas para este procedimento sdo: ‘Cabernet Franc’, ‘Pinot Noir’,
‘Mission’, ‘Gamay’ e o hibrido ‘LN-33".

Os sintomas sdo observados nas plantas indicadoras durante um periodo de no
minimo dois anos, € as plantas que nao desenvolveram os sintomas ao final deste periodo
sdo consideradas livres da doengca (GOHEEN, 1965).

Com o propésito de diminuir o tempo dos testes de diagndstico, WALTER et
al.(1990) desenvolveram um método chamado de enxertia verde, usado para deteccio de
doengas causadas por virus em videiras. Utilizando esta técnica, os sintomas nas plantas
indexadas apareceram antes do que usando o método tradicional de enxertia de gema
dormente. Neste trabalho, a videira ‘Pinot noir’ mostrou sintomas de avermelhamento e
enrolamento dos bordos foliares apds 45 dias da enxertia.

Mas, a simplicidade da primeira técnica, a alta porcentagem dos pegamentos € a
confiabilidade dos resultados, ainda fazem com que esta seja a mais utilizada no

diagnéstico do EFV.
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3.7.2 SEROLOGIA E MICROSCOPIA ELETRONICA

Os métodos de diagnéstico mais utilizados para deteccdo de virus vegetais
atualmente t€m fundamentos na serologia, ou seja, se baseiam na utilizacio de anticorpos
especificos para o virus que se deseja estudar.

O uso destas técnicas para o diagnostico de virus fitopatogénicos tornou-se freqiiente
devido a rapidez, especificidade e simplicidade das mesmas. A técnica de ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) descrita primeiramente por CLARK & ADAMS (1977), tem
sido largamente utilizada, especialmente por permitir testar um grande nimero de amostras
simultaneamente.

Entretanto, nos testes do tipo ELISA, é possivel ocorrerem respostas positivas
falsas, que no caso dos testes de microscopia eletronica de imuno-adsorcio ("ISEM"
Immuno Sorbent Electron Microscopy) sdo evitadas pela observacdo direta do virus. Como
exemplo, nos trabalhos de MILNE ez al. (1984), HU et al. (1990) e ZIMMERMANN et
al. (1990a) foi utilizada esta técnica para caracterizagio seroldgica do VEFV. Por isso, a
microscopia eletrOnica além de contribuir na pesquisa de virus para caracterizacio e
identificacdo, também serve de apoio para a introdugio de técnicas bioquimicas ou
seroldgicas adequadas para um grande ntimero de amostras.

Diferentes técnicas serolégicas e modificagdes de testes do tipo ELISA, foram
adotadas para detectar e caracterizar os virus associados ao EFV (ZEE et al., 1987;
BOSCIA er al., 1990; GUGERLI ez al., 1990 e HU et al., 1990, ROWHANI, 1992).

GUGERLI et al.(1984) purificaram pela primeira vez particulas do tipo
closterovirus, a partir de folhas de videira afetadas pela doenca. A observacio ao
microscopio eletronico permitiu identificarem 2 tipos de particulas com um comprimento
méximo de 2200 nm (tipo I) e 1800 nm (tipo II).

A técnica de ISEM foi usada para detectar particulas do tipo closterovirus em tecido
caloso de videira, obtido in vitro, utilizando anti-soro para o Virus da Tristeza dos Citros
(VTC), mostrando uma relacio seroldgica com este outro closterovirus (OLIVEIRA ez al.,
1988).
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Através de estudos serolégicos e da sintomatologia das plantas afetadas, os isolados
de virus associados ao EFV, foram separados em tipos diferentes. HU et al.(1990a)
propéem entdo, para facilitar a identificacdo desses isolados, a denominagdo de Virus
associados ao Enrolamento da Folha da Videira, recebendo a sigla em inglés de GLRaV
("Grapevine Leafroll-associated Virus") tipos I, II, Ill e IV.

Trabalhos feitos em diferentes regides viticolas mostraram haver relacio seroldgica
entre os isolados estudados por estes autores (GUGERLI et al., 1984, HU er al., 1990 e
WALTER & ZIMMERMANN, 1990) e os tipos ja conhecidos, associados ao EFV como

mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Relacdo seroldgica observada entre closterovirus obtidos de videiras com EFV,

(WALTER & ZIMMERMANN, 1990).

ANTI-SOROS
VIRUS GUGERLI et al. HU et al. WALTER & ZIMMERMANN

I II I NY-1 | CA4 1 2 3 5
GLRaV-I + - - - - + - - -
GLRaV-II - + - - - - + _ B}
GLRaV-II1 - - + + B, , } + B
GLRaV-1V - - - - + - - - -
GLRaV-V - - - - - - , - +

Além desses isolados identificados como tipos I ao V, outro closterovirus nao

relacionado serologicamente com os demais, denominado de GVA ("Grapevine Virus A"),

tem sido associado ao EFV. Um trabalho demonstrando a presenca do GVA em videira

com enrolamento foliar, foi feito por FAORO ef al. em 1991, utilizando a técnica de

marcagdo com ouro coloidal em cortes ultrafinos de tecidos infectados. As plantas

utilizadas para o experimento estavam infectadas com trés isolados diferentes. Eles

conseguiram a localizacdo de células contendo o virus, sendo possivel diferenciar os

isolados tipo-1, tipo-Ill e 0 GVA. A presenca concomitante dos trés virus, permitiu uma

determinagcdo comparativa do didmetro das particulas observadas, os quais resultaram em

12 nm para os isolados I ¢ IIl e 10 nm para o GVA. Neste trabalho porém, ndo foi

confirmado se as plantas estudadas, estavam unicamente afetadas pelo enrolamento da

folha, ou se também eram portadoras de outra doenca.
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Em contraste com o trabalho anterior mostrando a associacdo do GVA com o EFV,
muitos autores acreditam que o GVA estd presente em plantas de videira que além de
mostrarem sintomas do enrolamento foliar, também estdo afetadas por uma outra doenga,
cuja etiologia ainda ndo foi esclarecida, denominada de "Complexo Rugoso da Videira".
Como exemplo disso, o trabalho de GUGERLI ez al. (1991) mostra a presenca de duas
estirpes distintas de GVA, obtidas de videiras infectadas apenas pelo complexo rugoso,
eliminando a associacdo desses isolados com a doenca do EFV.

Os trabalhos mais recentes vém mostrando que a relacdo do GVA com o EFV estd
se distanciando, tornando-se mais evidente a associacdo dos isolados de closterovirus dos

tipos I a0 V com o enrolamento da folha e do GVA com o complexo rugoso da videira.

3.7.3 OUTRAS TECNICAS DE DETECCAO DO VIRUS

Além das técnicas seroldgicas largamente aplicadas ao estudo do EFV, a técnica de
RNA de dupla fita ("double strand RNA" ou dsRna) ultimamente tem sido bastante
utilizada para caracterizacdo e diagndstico de viroses vegetais (VALVERDE, 1990). Esta
técnica € especialmente indicada para detecgdo de virus que sio dificeis ou impossiveis de
purificar. No caso do EFV, no qual mais de um tnico virus pode estar envolvido na
etiologia da doenga, anti-soros especificos para diagnéstico seroldgico, podem dificultar
a deteccdo do complexo viral.

Comparando diferentes tecidos para extracio de acido nucleico, REZAIAN et
al.,(1991) demonstraram que a maior concentracio de RNA de dupla fita estava presente
nas camadas do floema e uma menor concentragdo nas folhas. O nivel de RNA de dupla
fita, encontrado em folhas maduras foi maior do que nas folhas jovens. Também foi
observado que havia uma variacdo muito grande dos RNAs de dupla fita em diferentes
variedades de videira e que estes ndo estavam presentes em plantas sadias € nem em
plantas obtidas de sementes (seedlings). Estas observagdes indicam que os RNAs de dupla
fita, detectados em plantas de videira afetadas pelo EFV, sdo formas replicativas do RNA

viral e ndo sdo componentes naturais das células da planta.
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No trabalho de BOSCIA et al.(1990) as técnicas de ELISA, ISEM e Western Blot

foram testadas para comparar a eficiéncia dos diferentes métodos na detecccio dos
closterovirus associados a0 EFV e usaram para isso dois tipos de tecido (folhas e tecido
cortical de ramos em dorméncia) de diferentes espécies de videira (Vitis vinifera, V.
rupestris e V. riparia). Eles concluiram que os testes de ELISA e Western Blot mostraram
ser mais sensiveis que o de microscopia eletronica de extratos purificados, e que nas
folhas, o virus foi somente detectado em duas das espécies testadas (V. vinifera e
V.riparia). Mas quando foi usado o tecido cortical para os testes, o virus foi rapidamente
identificado em todas as espécies de Viris usadas. Estes resultados indicam que além de
haver diferencas na sensibilidade da técnica seroldgica adotada, o tecido escolhido para
estudo também influencia o resultado.

Trés métodos rdpidos de deteccdo do virus também foram comparados por HU et
al.(1991): ELISA, dsRNA, e ISEM para avaliar a sensibilidade, especificidade e
simplicidade no diagnéstico dos closterovirus associados ao EFV (GLRaV). Eles
concluiram que o teste de ELISA é um dos mais sensiveis e mais simples, mas diferentes
anti-soros sao necessarios para detectar diferentes tipos de GLRaV. J4, a técnica de
dsRNA, pode detectar qualquer tipo de GLRaV, mas a complexidade da técnica faz com
que ela ndo seja adequada para um grande ndmero de amostras. O teste de ISEM também
€ sensivel e rapido, mas assim como a técnica de ELISA, requer diferentes anti-soros para
diferentes tipos de GLRaV. Foi sugerido que, as amostras que ndo mostrarem resultados
conclusivos, quando testadas pela técnica de ELISA, deverdo ser testadas pelas técnicas de
ISEM ou dsRNA.
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos desenvolvidos neste trabalho, sob condigdes de laboratério
e de casa de vegetacdo, foram realizados na Secdo de Virologia Fitotécnica do Instituto

Agrondmico de Campinas.
4.1 PLANTAS HOSPEDEIRAS E FONTE DE VIRUS

Plantas de videira das variedades ‘Pinot Noir’,‘Seibel 2’ ¢ ‘LN-33" determinadas
como positivas para o EFV, através de indexagdo por enxertia € mantidas sob condicoes
de casa de vegetacdo, foram usadas nos experimentos como fonte de virus (gentilmente
fornecidas para este estudo pelo pesquisador Dr. Hugo Kuniyuki).

Nos experimentos em que foram feitas comparagdes com o Virus da Tristeza dos
Citros (VTC), foi acrescentada uma planta de liméo galego (Citrus aurantifolia), infectada
pelo VTC e mantida sob condigdes de casa de vegetacdo (gentilmente fornecida pelo
pesquisador Dr. Gerd W. Muller).

Para os testes de transmissdo mecénica para hospedeira herbacea, foram usadas

plantas de Nicotiana benthamiana.

4.2 CONTROLES SADIOS

Como controle sadio foram utilizadas plantas de videira das mesmas variedades, de
mesma origem, mas submetidas a termoterapia e testadas negativamente para o EFV em
plantas indicadoras (testes biol6gicos). Plantas obtidas a partir de sementes ("seedlings"),

também foram usadas como controle sadio.
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4.3 CULTURA IN VITRO DE TECIDO CALOSO

4.3.1 FORMACAO E DESENVOLVIMENTO

O meio de cultura utilizado para formacéo de calo de videira, foi composto pelos
sais d¢ MURASHIGE & SKOOG (1962), MS (20.0 ml/l), Sacarose (30.0 g/l), Agar (8.0
g/1), Inositol (0.1 g/1), Caseina (1.0 g/1) e acrescido dos hormonios Acido Indolil-3-Acético
(AIA 0.3 mg/l), Cinetina (0.3 mg/l) e Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D 1.0 mg/l).
Este meio de cultura foi escolhido entre outros dois meios e adotado como padrido para
formacao de tecido caloso no laboratério de biotecnologia da Se¢do de Virologia do IAC.
O pH foi ajustado para 5.7 e o meio envasado e autoclavado a 121°C por vinte minutos.

Os tecidos utilizados como explantes para formacio do calo (brotos e hastes) foram
esterilizados superficialmente em uma solucdo de hipoclorito de sédio (0.4%), por 10
minutos. ApOs esse tratamento, foi feita uma rapida lavagem com 4gua estéril. Em
seguida, foram estabelecidos assepticamente no meio de cultura ja autoclavado e mantidos
em camara de cultura escura a 25°C, com transferéncias mensais para meio de cultura
fresco. Cada cultura de calos foi mantida por aproximadamente seis meses, até os calos
atingirem um didmetro aproximado de 2 cm, adequado para poder dar inicio as atividades
desenvolvidas com tecido caloso. Os explantes que oxidaram. foram descartados, e aqueles
que inciaram os calos, foram transferidos mensalmente para meio de cultura fresco.

Durante o periodo necessario para o desenvolvimento do calo, o tecido caloso
restante, que nao foi utilizado nos primeiros experimentos, foi repicado e transferido para
um novo meio de cultura, para que este formasse novas células e continuasse seu

desenvolvimento.
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4.3.2 CONDICOES DIFERENTES DE LUMINOSIDADE E TEMPERATURA

Os calos foram mantidos em diferentes condigdes de luminosidade e temperatura,
visando esclarecer o efeito desses fatores no desenvolvimento do tecido caloso e na
concentracdo do virus. Dessa forma, uma parte da cultura foi mantida em auséncia total
de luz, em uma camara escura com temperatura aproximada de 23°C e uma outra parte,

sob fotoperiodo de 16 horas luz (1.000 lux) com temperatura aproximada de 27°C.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA

4.4.1 CITOPATOLOGIA

Para o estudo da citopatologia ao nivel de microscopia eletrénica, as amostras de
tecido caloso e folhas de videira foram submetidas a fixagio, segundo um procedimento
padrdo adotado no laboratério de microscopia eletronica (VEGA er al., 1981). Este
procedimento consiste em:

1) Fixac3o numa mistura de glutaraldeido (2.5 %), paraformaldeido (4%), cloreto
de magnésio/cloreto de calcio (0.05M), em tampdo cacodilato de sédio (0.2 M/pH 7.0),
acrescido de cisteina (0.2%), por 2-3 h a 4°C (KARNOVSKY, 1965).

2) ApOs a fixagdo, o material foi lavado durante 2 h (4°C) em tampdo cacodilato
de sddio (0.05M), acrescido de sacarose (3%) e a pés-fixacdo foi feita com tetréxido de
6smio (0sO,) a 1%, no mesmo tampao de lavagem, por um periodo de 16 h (4°C),
substituindo a concentracdo da sacarose por 1.5%.

3) O material foi lavado com 4gua destilada e em seguida, com tampio maleato de
sodio (0.05M/pH 5.5), durante 2 h (4°C).

4) O contraste foi feito in bloco com acetato de uranila (2%), em tampdo maleato
de sodio (0.05M/pH 6.0), por um periodo de 5 h (4°C) e protegido da luz.

5) ApOs trés lavagens com 4gua destilada, o material foi submetido a uma rapida

desidratacdo com dimetoxipropano por 4’ e quatro trocas com acetona anidra de 15
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minutos cada.

6) A inclusio foi feita em resina epoxi, segundo o método proposto por
MOLLENHAUER (1964), utilizando uma mistura de Araldite 6005 e Epon 812.

Cortes semifinos para microscopia éptica e ultrafinos para microscopia eletronica,
foram feitos com navalhas de vidro em um ultramicrétomo Porter Blum MT-1. Os cortes
semi-finos foram corados com azul de toluidine (0.5%) e observados ao microscépio
optico, para localizar regides que continham células de tecido vascular.

As seccoes ultrafinas (cor de interferéncia prata ou dourada) montadas em telinhas de cobre
de 100 mesh, previamente revestidas com pelicula de Parlodium e reforcadas com uma
leve deposicdo de carbono, foram contrastadas com citrato de chumbo (VENABLE e

COGGESHALL, 1965) e observadas ao microscépio eletronico modelo ZEISS EM 10 C.

4.4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE IMUNO-ADSORCAO

Os testes de microscopia eletronica de imuno-adsorcdo ("Immuno Sorbent Electron
Microscopy™ - ISEM), foram realizados seguindo a metodologia proposta por DERRICK
(1973), em telinhas de cobre de 300 mesh, com filme de Parlodium e carbono. As telinhas
foram cobertas com anticorpos ("coating"), incubando-as em anti-soro diluido 1:1000
durante 45-60 minutos, em cdmara imida a temperatura ambiente. Apds lavagem em
tampao fosfato, as telinhas foram incubadas com os extratos de amostras de tecido caloso
e de folhas, maceradas com tampao fosfato 0.06M/pH 7.3, em almofariz previamente
resfriado, contendo diferentes aditivos para atuarem como anti-oxidantes ou inibirem a acdo
de polifenéis. Os aditivos usados foram: a) 1% de PEG 6.000 (Polietileno Glicol), b) 2.5%
de PVP (Polivinil Pirrolidona) e c) 2.5% de Nicotina. A incubacio das telinhas com os
extratos para permitir a captura de particulas virais ("trapping") durou aproximadamente
14-16 horas a 4°C.

Foi utilizada também a técnica de cobertura de anticorpos ou decoracdo, que é
complementar a técnica de ISEM, onde ocorre a reagido dos anticorpos com a superficie
das particulas virais ja adsorvidas ao filme, formando uma cobertura visivel a0 microscopio

eletronico (Figura 2).
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IMMUNOSORBENT ELECTRON MICROSCOPY (ISEM)

ANTI-SORO ANTICORPOS EXTRATO DE
ADSORVIDOS PLANTA
virus

SEM DECORACAO

e
FoRs - MEhEN @b
COM DECORACAO
REACAO CONTRASTAGAO x
ESPECIFICA NEGATIVA VISUALIZACAO

i

Figura 2. Sequéncia mostrando as diferentes etapas das técnicas

de ISEM e de decoracio.

Para técnica de decoragio, as telinhas foram tratadas ap6s a incubacdo nos extratos,
com anti-soro diluido 1:100, durante aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente
e posteriormente lavadas com tampao fosfato e dgua destilada.

Em todos os casos, as telinhas foram contrastadas com acetato de uranila 2%,
diluido em agua e observadas ao microscdpio eletrdnico.

O anti-soro contra o Virus da Tristeza dos Citros (VTC), foi preparado na Secio
de Virologia em 1969, e conservado a -20°C. Outros dois anti-soros preparados contra
isolados comuns do VTC dos Estados Unidos, foram fornecidos na forma liofilizada pelo
Dr. S.M. Garnsey (USDA, FLORIDA/USA). Além desses, trés outros anti-soros foram
gentilmente cedidos pelo Dr. P. Gugerli (NYON/SUICA), para os isolados do VEFV:
GLRaV I (monoclonal), II e III (policlonais).
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Para avaliar a especificidade da reacdo, também foram usados anti-soros para outros
virus: "Apple Chlorotic Leaf Spot Virus (Capilovirus), "Soybean Mosaic Virus"
(Potyvirus) e "Grapevine Fanleaf Virus" (Nepovirus), mantidos na Se¢io de Virologia do
IAC. Como controle negativo, as telinhas foram sensibilizadas com soro normal de coelho

diluido 1:1000 ou Albumina de Soro Bovino (BSA) a 0.1% em tampdo fosfato.

4.4.3 SEMIPURIFICACAO

Semipurificacdes das amostras com virus, utilizando folhas e calos de videira,
foram feitas seguindo a metodologia de GUGERLI (1987).

Para a obtencdo de tecido caloso suficiente para semipurificagdo, foram necessérias
sucessivas repicagens dos calos, até atingir tamanho adequado para dar inicio as atividades.

Para o©s testes de semipurificacdo a partir de folhas, utilizou-se as nervuras, ja que
o virus é restrito aos tecidos floeméticos, das variedades ‘Pinot Noir’ e ‘LN-33’ (ambas
indicadoras do EFV) e o hibrido ‘Seibel 2’ (ndo indicadora). Estas amostras foram testadas
durante diferentes épocas do ano, quando apresentavam ou nio os sintomas da doenca.

As folhas (10 g) foram primeiramente trituradas com N, liquido, para facilitar a
extracdo do virus. Em seguida as amostras de folhas, ji pulverizadas e de calos (10 g),
foram maceradas separadamente em tampdo de extragdo: TRIS-HCI 0.5 M pH 8.2,
contendo 4 % Polyclar (Polivinil Poli-Pirrolidona - PVPP), 0.5% Bentonite, 1% Triton X-
100 e 0.2% de 2-Mercaptoethanol. Foi utilizado 5.0 ml de tampdo de extragdo por grama
de tecido.

As amostras foram filtradas com gaze e submetidas a centrifugagio a 6.000 g, por
20 minutos. Posteriormente foi feita uma ultracentrifugacio de 80.000 g em um colchdo
de 20% de sacarose, durante 120 minutos. O sobrenadante foi descartado e o "pellet”
ressuspendido em 0.2 ml de 0.02 M TRIS/HCI, pH 6.0.

Em seguida as amostras foram contrastadas negativamente com PTA 1% (4cido
fosfotingstico) e também submetidas as técnicas de ISEM e decoracdo, para posterior

observacdo ao microscopio eletronico.
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4.5 TESTES SEROLOGICOS

4.5.1 ELISA

Para o teste serolégico de ELISA, foi usada uma variacdo desta técnica, chamada
de F(ab’), ELISA, seguindo a metodologia de ROWHANI (1992), onde o antigeno (virus)
¢ ligado a um fragmento da imunoglobulina (IgG). Este antigeno posteriormente serd ligado
a uma IgG completa, que atuard como um segundo anticorpo. A deteccio do virus serd
feita entdo, por uma mistura (conjugado) de uma enzima (fosfatase alcalina) e proteina A,
que tem afinidade pela fragdo Fc da imunoglobulina.

Placas de ELISA (Corning) foram cobertas com os fragmentos (ab’), dos
anticorpos, preparados para os isolados II, Il e IV do EFV, gentilmente cedidos pela Dra.
Deborah Golino e pelo Dr. Adib Rowhani (University of California, DAVIS/USA). Os
F(ab’), foram diluidos 1:1000 em tampao carbonato, pH 9.6 e incubados a 37°C, por 90
minutos. Em seguida, foi feito um bloqueio para inibir as reagdes inespecificas, com 1%
de leite em pO em tampdo fosfato, pH 7.3, contendo 0.05% Tween 20 (PBST), durante 15
minutos a temperatura ambiente.

As amostras de videira usadas neste experimento estavam afetadas por diferentes
isolados do VEFV, sendo a variedade ‘LLN-33" com o isolado de Moscatel Jundiai 930 e
a variedade “Seibel 2’ com o isolado originado de Capdo Bonito (CB). Estas amostras
foram maceradas em tampao carbonato, pH 9.6, contendo 2% de PVP-40 (Polivinil
Pirrolidona), e adicionadas a placa, usando dois pocinhos para cada amostra, e incubadas
por 90 minutos a 37°C.

O segundo anticorpo (sonda) foi pré-adsorvido com extrato de videira sadia e
combinado com o conjugado de Proteina A-Fosfatase Alcalina (SIGMA P-9650), durante
15 minutos. Este procedimento foi utilizado para eliminar reagdes inespecificas, resultantes
da reacdo de proteinas normais da planta. O complexo Proteina A-Fosfatase Alcalina-
Anticorpo, foi adicionado a placa e incubado 90 minutos a 37°C.

Finalmente adicionou-se o substrato (p-nitrofenil fosfato) na concentragdo de 1.0

mg/ml em tampdo dietanolamina 10%, pH 9.8.
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Para todas as etapas, foram usados 100 microlitros em cada pocinho, e entre elas,
foram aplicadas 3 lavagens com tampdo PBST.
A absorbincia a 405 nm foi registrada num leitor de placas de ELISA, EL-307 da

Biotek Instruments, ap6s 2-3 horas de incubagido com o substrato 4 temperatura ambiente.

4.6 TRANSMISSAO MECANICA

As preparag0es semipurificadas que mostraram uma concentragio relativamente alta
de particulas foram utilizadas para os testes de inoculagio mecédnica. Como planta
receptora foi utilizada a hospedeira herbacea Nicotiana benthamiana, seguindo a
metodologia de MONETTE ez al. (1990). As plantas inoculadas foram testadas pelas
técnicas de "leaf-dip" e ISEM, usando anti-soros para o VEFV, nos 10, 15, 22, 30 e 40

dias apds a inoculagio.
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5. RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DO TECIDO CALOSO

5.1.1 FORMACAO E DESENVOLVIMENTO

Os brotos mostraram ser melhores explantes que as hastes, pois oxidavam menos,
durante a indugdo de formagdo do calo. Entretanto, os calos de hastes e brotos, uma vez
estabelecidos, cresceram de maneira similar (Figuras 3 e 4). Uma vantagem das hastes é
que estavam sempre disponiveis para uma nova formagio de tecido caloso, ao passo que
para a obtencao de brotos, havia necessidade de podar freqiientemente as plantas a fim de
estimular a brotacio.

ApOs atingir o tamanho adequado (Figura 5), observou-se que as células do calo,
mostraram ser boa fonte de virus, tanto para detecgdo ao nivel de citopatologia, como para
caracterizacao do virus nos testes de ISEM.

Os estudos de microscopia eletronica realizados com tecido caloso de videiras
infectadas pelo EFV, permitiram a observagio de particulas do tipo closterovirus durante
um periodo maximo de dois anos. Apds este periodo, no qual ocorreram repicagens
sucessivas do calo, ndo foi mais possivel observar tais particulas nas amostras de tecido

caloso.

5.1.2 EFEITO DA LUMINOSIDADE E TEMPERATURA

Nao foram observadas diferencas significativas no desenvolvimento do calo e na
concentragdo do virus, quando foram utilizados tratamentos com luminosidade e
temperatura diferentes.

A concentragdo do virus foi determinada pelas técnicas de microscopia eletronica
(ISEM e decoracio).

Observou-se apenas uma diferenga na coloracdo dos calos entre os dois tratamentos,
sendo que os mantidos no escuro, mostravam um aspecto mais transparente € nio

desenvolveram colorac@o avermelhada, resultante da presenca de antocianina.
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Figura 3. Inicio de formagdo de calo em explante de haste de videira ‘Seibel 2, infectada

pelo VEFV.
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Figura 4. Formagcéo de tecido caloso in vitro, tendo como explante hastes de videira ‘Pinot

Noir’, infectadas pelo VEFV. Observar a oxidacdo de um dos explantes.
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Figura 5. Tecido caloso obtido in vitro, com aproximadamente 6 meses de crescimento.
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5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA

5.2.1 CITOPATOLOGIA DO TECIDO CALOSO E DE FOLHAS

A maioria das células que constituem o tecido caloso sdo grandes, altamente
vacuoladas e possuem pouquissimo citoplasma, que se reduz a uma fina camada entre o
vaciolo e a parede celular. Dentro da massa formada por estas células foram observados
grupos de células pequenas, cujo citoplasma é bem mais abundante (Figura 6). Nestas
células foi observado, em maior aumento, que parte do citoplasma era ocupada por grandes
massas formadas por fibras flexuosas com 10-12 nm de didmetro (Figura 7), cujo aspecto
corresponde ao das particulas de closterovirus em cortes de tecido. Organelas celulares
normais também foram observadas, incluidas nestas massas de particulas virais, tais como,
mitocOndrias, goticulas de lipidios, ou material eletrodenso e vesiculas em células em
processo de degeneracdo (Figura 8). Dentro dessas massas virais, também foram
observados grupos de vesiculas, com tamanho variando entre 50 e 200 nm (Figura 9).
Estas vesiculas, formadas por uma unidade de membrana, continham material fibrilar muito
fino (Figura 10) e no interior de alguns grupos, foram observadas vesiculas contendo
material granular eletrodenso (Figuras 9 e 10). Além dessas alteracoes, algumas células
que estavam em processo de degenerescéncia, também apresentavam seu limem ocupado
por acimulos de material fibrilar, formando feixes. mostrando um aspecto menos flexuoso
e estrutura tubular, com didmetro aproximado de 7-10 nm, também formando massas
semelhante as dos closterovirus (Figuras 11 e 12). As alteracOes acima descritas,
ndo foram observadas em tecido caloso obtido de videiras sadias.

As células de folhas de videiras observadas, nio mostraram alteracdes celulares
tipicas de infecgdo por closterovirus. Notou-se apenas a presenga de material eletrodenso
em algumas c€lulas parenquimaticas do floema (Figuras 13 e 14), o qual nio foi observado

em folhas de plantas sadias.
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Figura 6. Grupo de células do tecido caloso que apresenta o citoplasma mais abundante,
em comparagdo com células normalmente vacuoladas. Aumento: 5.300 X.

Figura 7. Detalhe em maior aumento mostrando que o contetido do citoplasma das células
da figura 6 é formado por particulas virais do tipo closterovirus. Aumento: 55.000 X.
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Figura 8. Cé€lulas quase que totalmente ocupadas por particulas virais, mostrando
mitocondrias (M) aparentemente normais e material eletrodenso (seta) incluidos na massa
de virus. Aumento: 25.000 X.

Figura 9. Grupos de vesiculas mostrando em alguns casos material granular na parte
central (seta), rodeados por massas de particulas virais. Aumento: 37.500 X.
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Figura 10. Grupo de particulas virais observadas em algumas células do tecido caloso.
Aumento: 50.000 X.
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Figura 11. Células parenquimaticas do floema de folhas de videira com EFV, mostrando
material fibrilar eletrodenso. Aumento: 7.500 X.

Figura 12. Detalhe em maior aumento da figura anterior, mostrando o conteddo das
células parenquimdticas do floema. Aumento: 32.500 X.
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5.2.2 DETECCAO DO VIRUS EM EXTRATOS DE CALOS E DE FOLHAS

Quando se comparou os aditivos utilizados no tampdo de extracio, para detecco
do virus, observou-se que o PEG 6.000, 1%, foi o que proporcionou melhor resultado para
a técnica de ISEM.

Nos extratos de tecido caloso, provenientes de planta com EFV, foram observadas
particulas virais alongadas do tipo closterovirus, nos testes de ISEM, utilizando os anti-
soros para os isolados do Virus do Enrolamento da Folha da Videira I, Il e III, e para o
Virus da Tristeza dos Citros (AS-VTC) do Brasil e dos Estados Unidos (Figuras 15 e 16).

Os testes de ISEM mostraram que o anti-soro preparado para o isolado III (AS-
GLRaV-III), foi o mais eficiente para capturar particulas virais. Por sua vez, o anti-soro
preparado contra o isolado I (AS-GLRaV-I monoclonal), foi o menos eficiente e o do tipo
IT (AS-GLRaV-II) foi intermedidrio e ligeiramente superior ao AS-VTC (Tabela 3).

Os testes foram negativos quando foram utilizados os anti-soros preparados para os
virus "Apple Chlrotic Leaf Spot Virus”, "Soybean Mosaic Virus" e "Grapevine Fanleaf
Virus", e quando utilizou-se para sensibilizar as telinhas Albumina de Soro Bovino (BSA)
e soro normal de coelho.

As particulas virais observadas nesta técnica mostraram ser de dois tipos: particulas
grandes com comprimento aproximado entre 1.300 e 2.000 nm, flexuosas e muito
semelhantes com as particulas do VTC, e particulas menores ou fragmentos, que
geralmente ocorrem em abundédncia, com comprimento que varia entre 200 e 400 nm
(Figura 17). Nas amostras de Citrus aurantifolia, infectadas pelo VTC, também pdde-se
observar a presenca de tais particulas ou fragmentos menores, de didmetro levemente
reduzido que as particulas virais tipicas (Figura 18). Estas estruturas sio similares as
observadas nos calos de videira com EFV. Também foi observada uma reacio positiva,

mas bastante fraca, em amostras de C. aurantifolia infectadas pelo VTC, com anti-soro
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Figura 13. Micrografia eletrénica mostrando particulas do tipo closterovirus observada
pela técnica de ISEM em calos de videira ‘Seibel 2’ com anti-soro GLRaV-III.
Aumento: 42.500 X.

Figura 14. Micrografia eletronica mostrando particula do tipo closterovirus em calos de
videira ‘Seibel 2°, observada pela técnica de ISEM com anti-soro para o VTC.
Aumento: 40.000 X.
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Tabela 3. Avaliacdo da intensidade da reagdo de captura de particulas por diversos anti-

soros, nos testes de ISEM em extratos ndo purificados de calos e folhas de videira com
VEFV.

VARIEDADES
ANTI-SOROS ‘PINOT NOIR’ ‘SEIBEL 2’ ‘LN-33°
CALO FOLHA CALO FOLHA CALO FOLHA

GLRav-I + - + - + -
GLRaVv-II + - + + - + + -
GLRaV-IIl +++ + +++ + +++ +
VTC(@BR) + - + - -+ -
VTC(USA) -+ - + - + -
ACLSV - - - - - -
SMV - - - - - -
GFLYV - - - - - -
SN - - - - - -
BSA - - - - - -

- Particulas nao detectadas
+ Particulas detectadas

+++ Grande nimero de particulas detectadas
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para o VEFYV, mostrando uma relacio seroldgica entre estes virus, conforme observado
por VEGA et al., 1989. Esta relagdo seroldgica observada nestas plantas citricas, mesmo
que distante, foi confirmada quando se comparou com o controle obtido de soro normal
de coelho.

Quando foi utilizada a técnica de decoracdo, nas amostras de tecido caloso com
VEFV, de todas as combinacbes usadas, o melhor resultado, claramente positivo, foi
obtido quando se usou AS-GLRaV-III para capturar o virus, e posteriormente usou-se o
mesmo anti-soro para a decoracdo (Figura 17, Tabela 4). Nos experimentos de decoracdo
com anti-soro para o isolado do VEFV tipo I e com AS-VTC, foi observado que uma
reduzida fracdo do total de particulas adsorvidas estava decorada, mostrando a

heterogeneidade das particulas virais associadas ao EFV. (Figura 18).

Tabela 4. Avaliacio da intensidade de reacdio nos testes de decoracdo em extratos nao-

purificados de calos de videira com EFV.

VARIEDADES
ANTI-SOROS ‘PINOT NOIR’ ‘SEIBEL 2’ ‘LN-33°
GLRaV-I (+) (+) (+)
GLRaV-II (+) (+) (+)
GLRaV-II ++ ++ ++
VTC(BR) (+) (+) (+)

++ Grande ndmero de particulas decoradas

(+) decoracao parcial (particulas decoradas e ndo decoradas)
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Figura 15. Micrografia eletronica mostrando particulas virais inteiras e particulas menores
ou fragmentos, em calos de videira ‘Pinot Noir’ com EFV, com anti-soro para o tipo II.
Aumento: 84.000 X.

Figura 16. Closterovirus em amostra de Citrus aurantifolia infectada pelo VTC, utilizando
anti-soro homologo para a técnica de ISEM. Observar particulas inteiras e fragmentos
menores. Aumento: 126.000 X.
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Figura 17. Micrografia eletronica mostrando decoracio na maioria das particulas
adsorvidas, em calos de videira ‘LLN-33’ com EFV. A captura de particulas e a decoragdo
foi feita utilizando anti-soro GLRaV-III.

Aumento: 68.750 X.

Figura 18. Micrografia eletronica mostrando decoragdo parcial de particulas, com AS-
VTC, em calos de videira ‘Seibel 2° com EFV.

Aumento: 33.250 X.
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5.2.3 SEMIPURIFICACAO

Quando se usou folhas de videira infectadas pelo VEFV, o niimero de particulas
observadas mostrou-se superior quando comparado com amostras de folhas nio purificadas.
O processo de semipurificagdo destas amostras, permitiu a observagdo ao microscopio
eletronico de particulas virais, pelas técnicas de contraste negativo com PTA (1%) e por
ISEM seguida de decoracéo.

Os resultados dos testes de ISEM e de decoracio em amostras de folhas
semipurificadas, mostraram maior nimero de particulas com o anti-soro preparado para
o isolado tipo III, em relacdo aos tipos II, I e para o AS-VTC, conforme observado na
Tabela 5.

A maior concentragdo de particulas virais foi observada quando as folhas foram
coletadas no final de verdo e outono, mostrando serem estas as melhores épocas para
deteccao do virus. Outras semipurificacdes, feitas em perfodos diferentes, com plantas
infectadas pelo virus, mas nio exibindo os sintomas da doenca, foram submetidas ao
mesmo processo de semipurificagdo mas o ndmero de particulas detectadas foi
sensivelmente menor.

Os testes de semipurificagdo feitos com tecido caloso e avaliados pela técnica de
ISEM, mostraram resultados positivos apenas quando se usou o anti-soro tipo Il para
captura de particulas. Neste caso, o niimero de particulas detectadas foi muito pequeno,
ndo havendo a reagao de decoragdo mesmo quando se utilizou anti-soro homélogo para esta
técnica.

A observagido de poucas particulas nestas amostras, provavelmente se deve ao fato
de que, os calos utilizados para extragao do virus ja haviam sido repicados varias vezes e

a cultura ja estava envelhecida.
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Tabela 5. Avaliacio da intensidade da reagdo de captura e decoracio de particulas por

diversos anti-soros, nos testes de ISEM em extratos semipurificados de folhas de videira

com EFV.
VARIEDADES
ANTI- ‘SEIBEL 2’ ‘LN-33’ ‘P. NOIR’ ‘P. NOIR’ *
SOROS
caPTURA | DECOR. | capTuRa | DECOR. CAPTURA | DECOR. | CAPTURA | DECOR.

GLRaV-I + - + - + - - -
GLRaVvV-II + (+) + (+) + (+) - -
GLRavV-IIT +++ ++ +++ ++ +++ ++ ++ +
VTC (BR) - - - - - - - -

- Particulas ndo detectadas ou nio decoradas

-+ Particulas detectadas ou decoradas

+++/++ Grande nimero de particulas detectadas ou decoradas

(+) decorasdo parcial (particulas decoradas e nio decoradas)

* Amostra de folhas de brotagdo nova, sem sintomas
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5.3 TESTES SEROLOGICOS

5.3.1 ELISA

Os testes de F(ab’), ELISA realizados com as amostras de ‘LN-33’ e ‘Seibel 2’
infectadas pelo VEFV, mostraram resultados claramente positivos com o anti-soro para o
GLRaV tipo III. Com os anti-soros preparados para os isolados GLRaV II e IV, ndo foi
verificada reacdo alguma, sendo os valores obtidos semelhantes aos das videiras sadias
(Tabela 6).

A diferenga observada entre os valores positivos das amostras de ‘LN-33’ e ‘Seibel
2’ pode ser explicada pela origem dos isolados do virus, sendo que a variedade ‘LN-33’
estava infectada por um isolado originado de Moscatel Jundiai/SP e a ‘Seibel 2° por um
isolado originado de Capao Bonito/SP. Além da origem dos isolados, a diferenca observada

pode também ser atribuida & diferenca das hospedeiras.

Tabela 6. Absorbincia a 405 nm obtida nos testes de F(ab’), ELISA, em amostras de
folhas de videira das variedades ‘LN-33" e ‘Seibel 2’. Leitura feita apés 2 horas de

incubagdo no substrato.

ANTI-SOROS
AMOSTRAS GLRaV 11 GLRaV III GLRaV IV
‘LN-33" (EFV) *0.097 0.870 0.107
‘LN-33" (SADIA) 0.085 0.080 0.111
‘SEIBEL 2’ (EFV) 0.105 1.512 0.085
‘SEIBEL 2’ (SADIA) 0.075 0.078 0.105

* Médias de 2 repetigoes.
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5.4 TRANSMISSAO MECANICA

Tentativas de transmissdo mecénica de amostras de videira semipurificadas,
contendo o virus, para a hospedeira herbécea Nicotiana benthamiana, foram negativas. Nao
houve manifestagdo de sintomas e foram negativos os testes utilizando tanto a técnica de

"leaf-dip", como a técnica de ISEM, com anti-soros para o EFV.
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6. DISCUSSAO

A citopatologia observada nos calos de videira infectadas pelo VEFV, confirma a
infecgdo por closterovirus, cuja concentracio é alta em grupos de células do tecido caloso,
embora distribuidos de maneira ndo homogénea.

As massas de particulas virais alongadas e flexuosas, adjacentes aos grupos de
vesiculas contendo material fibrilar, sdo caracteristicas dos closterovirus (FRANCKlI et al.,
1985). Em adigdo, tem sido demonstrado em muitos casos que, as vesiculas induzidas por
virus sdo sitios de replicagdo de RNA viral (VAN KAMMEN, 1984) e ainda, sdo
consideradas como um dos efeitos citopaticos mais seguros com relagio a infecgdo viral
(FRANCKI, 1987). As vesiculas induzidas por virus sdo formadas de vérias organelas
celulares, tais como, reticulo endoplasmatico, microcorpos, cloroplastos, nicleo, tonoplasto
e mitocondrias (FRANCKI ez al., 1985), e a origem destas vesiculas, em muitos casos,
mostra um alto grau de especificidade junto a um grupo taxonémico de virus ou a um virus
em particular.

As vesiculas induzidas pela maioria dos closterovirus tém uma morfologia
caracteristica, entretanto, a origem das mesmas ainda ndo foi totalmente estabelecida. Em
videira tem sido descrita a formagdo de grupos de vesiculas caracteristicos, a partir da
vesicularizagdo de mitocondrias modificadas (KIM et al., 1989).

Nossos resultados ndo mostraram mitocondrias em processo de vesicularizagdo, mas
o material fibrilar e eletrodenso que aparece no interior de alguns grupos de vesiculas pode
corresponder ao residuo do estroma mitocondrial, sugerindo ser uma fase posterior a
vesicularizacdo desta organela.

O outro material tubular fino e menos flexuoso, observado na figura 10 , em células
em degenerescéncia, ndo corresponde A proteina P que ocorre no floema, cujo didmetro
¢ maior (FRANCKI er al., 1985), e provavelmente representa particulas de outro virus
presente nestas células.

Os testes comparativos de ISEM feitos com calos, com os anti-soros AS-GLRaV-I,

II'e Il e para o Virus da Tristeza dos Citros (AS-VTC) indicam relagdo seroldgica entre
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estes virus (Tabela 3).

Os resultados dos testes de decoragio (Tabela 4) mostram que a populacio de virus
adsorvidos € heterog€nea, o que significa que além do virus homélogo efetivamente
decorado, sdo também adsorvidas particulas virais ndo decoradas. Esta decoracdo desigual,
principalmente observada quando usados os anti-soros para os tipos I e II, indica que o o
agente etiologico do EFV, é um complexo de vérios componentes virais. Provavelmente
nos trabalhos com os isolados tipos I e II descritos na Europa, a decoracio com anti-soros
dos tipos I e II ocorre na maioria das particulas. Esta situacio ndo ocorreu nos
experimentos realizados neste trabalho.

A observacio de algumas particulas ou pedagos de particulas virais decoradas com
0 AS-VTC mostra que algum componente do complexo viral do EFV esta relacionado
serologicamente com o VTC.

Cabe destacar aqui, que a relagdo seroldgica inversa também foi observada, ou seja,
quando amostras de Citrus aurantifolia infectadas pelo VTC, foram tratadas com anti-soros
para o EFV, conforme observado por VEGA e al., 1989. A especificidade desta relacdo
serologica foi confirmada quando se comparou com o controle, obtido de soro normal de
coelho.

Em geral, a técnica de ISEM, que corresponde a captura de particulas virais com
filme coberto ou sensibilizado por anticorpos ("trapping"), pode ser considerada uma
técnica bastante sensivel para detectar relagdes seroldgicas distantes, que em alguns casos
ndo pode ser confirmada por outros métodos. Isto explicaria porque outros autores nio tém
detectado a relagdo com o VTC através da técnica DAS-ELISA de particulas
semipurificadas (GUGERLI e al., 1984 e ZEE et al., 1987).

Os testes de F(ab’), ELISA, embora realizados apenas com folhas de videira e ndo
com calos, utilizando os anti-soros preparados para os isolados II, III e IV, mostraram
reacao unicamente com o tipo III, sugerindo ser este o isolado do VEFV predominante nas
amostras testadas. Neste caso, a ndo reacdo com os outros isolados pode ser explicada pela
alta especificidade da fragdo do anticorpo usada para cobertura da placa de ELISA.

Além dos testes feitos com calos, as amostras de folhas semipurificadas, mostraram

uma maior relacdo serolégica com o AS-GLRaV-III (+++), como mostra a Tabela 5,
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sendo que nestas amostras, nenhuma mostrou reagdo de decoracdo positiva para o AS-
VTC.

O conteido de virus nas folhas varia em fungdo da época do ano: semipurificacoes
feitas com folhas coletadas no final do verdo ou no outono, quando os sintomas estio
presentes nas folhas, apresentaram maior nimero de particulas. O mesmo teste feito em
outras épocas do ano, em que ndo aparecem oOs sintomas, apresentou baixo nimero de
particulas. Este fato estd de acordo com o observado por TELIZ et al. (1987), que
constatou urmna maior concentracdo de virus nas folhas basais, do que nas folhas apicais
(tecidos jovens), sendo que logo no inicio do crescimento vegetativo, o virus nio foi
detectado nestas folhas pela técnica de ELISA.

Com relagdo aos resultados dos testes de microscopia eletronica mostrando uma
maior facilidade na deteccdo do virus em calos, provavelmente esta caracteristica estaria
associada a uma menor atividade polifenol-oxidasica do tecido caloso. Uma diferenca
claramente notavel é que os extratos de tecido caloso sofrem um escurecimento muito
menor e mais lento que os tecidos da videira, aparentemente por conter menor quantidade
de taninos.

Outra possibilidade para explicar estes resultados é que, na formaco do calo ocorra
a proliferacao de células de alguns tecidos mais do que de outros. As células do
parénquima floematico, onde ocorre a infecgao deste grupo de virus, seriam especialmente
favorecidas durante o inicio da formacdo do calo. aumentando assim a quantidade de
células com virus em relacdo aos demais tecidos.

Fazendo uma comparacdo com os resultados obtidos de tecido caloso, BARBA et
al. (1989), trabalharam com plantas de videira infectadas pelo VEFV, micropropagadas
in vitro, e observaram uma concentragdo de particulas virais 30 vezes maior quando
comparada com plantas infectadas originadas do campo. A razio para esta alta
concentragdo nao € conhecida. GIBBS & HARRISON (1976) observaram que a replicacdo
viral ocorre mais intensamente em plantas com maior vigor, e é provavel que a
concentracdo Inicial de particulas virais seja razoavelmente alta, devido i alta taxa de
células em divisdo nos tecidos jovens, acompanhando a multiplicacio destas células,

aumentando assim o nimero de particulas virais.
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As amostras de tecido caloso nas quais foram observadas particulas virais em
grande quantidade, ndo mostraram ser eficientes para detecciio do virus, apés 2 anos de
repicagem, 1mpedindo a manutencio do virus por longos periodos através desta técnica.
Este resultado presumivelmente se deve ao fato de que, a maioria das células do tecido
caloso ndo € diferenciada, sendo que o nimero destas foi aumentando cada vez mais,
durante as sucessivas repicagens, diminuindo o nimero das poucas células ji diferenciadas
observadas com virus, durante o inicio da formacio do tecido caloso.

Embora nossos resultados e de outros trabalhos sugerem a consistente associacio
de closterovirus com videiras afetadas pelo EFV, o significado etioldgico destas particulas
virais ainda deve ser determinado. Muitos fatores dificultam a determinacdo da etiologia
destadoenca, de uma forma conclusiva. Por exemplo, a dificuldade na transmissdo
mecénica do virus, mesmo utilizando de amostras purificadas, para plantas de videira
sadias. Estes resultados evidenciariam a associacio da presenca do virus com o
desenvolvimento dos sintomas, completando os Postulados de Koch. Além disso, a
expressdo dos sintomas da doenga em plantas de videira indicadoras do EFV, demoram,
ao menos 2 anos apés a enxertia. Isto dificulta a seqiiéncia dos experimentos, devido ao
longo periodo de incubagdo. Além disso, a falta de uma hospedeira herbicea também
dificulta a identificacdo e/ou caracterizacdo do agente'causal do EFV.

A detecgdo destas particulas de virus em extratos de videiras afetadas pela doenca,
através de testes serolGgicos é de grande importancia, pois permitiu determinar a presenca

do virus, antes mesmo da planta desenvolver os sintomas da doenca.
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7. CONCLUSOES

1) O virus associado ao Enrolamento da Folha da Videira se multiplica ativamente nas

células do tecido caloso de videira.

2) A citopatologia observada nos calos de videira infectadas pelo VEFV € caracteristica da

infecgdo por closterovirus.

3) O estudo do VEFV pela técnica de tecido caloso in vitro mostrou-se itil devido a
rapidez de formagio do tecido, diminuigéo do risco de contaminagdo das amostras
e baixa oxidagdo. Porém para manutencdo do virus por periodos prolongados n3o

se mostrou eficiente.

4) A técnica de ISEM em materiais semipurificados mostrou ser um teste adequado e
rapido para o diagndstico da doenga, quando comparado com a indexagdo por

enxertia em variedades indicadoras.

5) Os resultados deste trabalho indicam que o isolado do VEFV estudado ¢
predominantemente do tipo I1I, como observado nos testes de F(ab’), ELISA, ISEM

e decoracio.

6) O EFV € uma doenca complexa, onde parecem estar envolvidos varios componentes
virais, sendo que um deles tem relagdo serolégica com o VTC, como mostram os

testes de ISEM e decoragio.
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