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Soursop yellow blotch virus: transmission, hosts, purification and antiserum
production
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Resumo - A gravioleira, Annonamuricata L ., apresenta crescente demandade frutos paraaagroindistriano Nordes-
te brasileiro e estados da Amazonia e de Minas Gerais. A produtividade desta fruteira é funcéo da variedade, dos
tratos culturais recebidos e da sanidade das plantas. Dentre as enfermidades que afetam a cultura, destaca-se a
mancha amarelada gravioleira, causada pelo rhabdovirus Soursop yellow blotch virus (SY BV), patdgeno que com-
promete o desenvolvimento das plantas e afeta a produgéo da fruteira. Foram objetivos deste trabalho: estudar a
transmissdo do virus por inoculagdo via extrato vegetal tamponado e por enxertia para variedades de gravioleiras e
outras anonaceas; identificar hospedeiros alternativos do virus, investigar a transmisséo por instrumentos cortantes
epor insetosem graviola; purificar e produzir anti-soro parao virus. Osresultados mostraram que o virusfoi transmi-
tido por seivae por enxertiaapenas paraasgravioleiras' AB’, ‘Crioula , ‘Lisa e ‘Morada e paraasanonaceasata, A.
sguamosa L., ehiriba, Rolliniamucosa (Jacg.) Bail). N&o houve transmissio com emprego deinstrumentos cortantes.
Nas condi¢des estabel ecidas neste trabalho néo foi possivel aidentificagdo do vetor desse rhabdovirus. A purifica
¢80 do SYBYV possibilitou a obtencdode anti-soro policlonal, o qual permitiu a deteccdo deinfeccéo inicia tanto em
plantas ja estabel ecidas no pomar como em mudas assintomaticas, contribuindo para a obtencdo de mudas sadias.

Termos para indexacéo: Annona muricata, Soursop yellow blotch virus, Cytorhabdovirus.

Abstract - Soursop tree, Annonamuricata L., presents an increasing industry demand in several regions of Brazil,
particularly in the Northeast and Amazon and Minas Gerais states. The productivity of this fruit crop is highly
dependent on the variety, on cultural practices and on the health of the crop. Theyellow blotch isthe main disease
that affects the soursop tree. It's caused by the rhabdovirus Soursop yellow blotch virus (SY BV), which reduces
the plant development and yield. The present work had the following objectives: study the transmission of SYBV
for soursop and other anonaceae species by sap and graft transfusion; identify alternative hosts of the virus;
investigate the transmission of the virus by cutting instruments and insects vectors; purify and raise apolyclonal
antiserum specific for the virus. The results showed that SYBV was transmitted by sap and graft only to soursop
trees(cvs.‘AB’, ‘Crioulad, ‘Lisa’ and ‘Morada’) and to the anonaceae species sweetsop, A. squamosal ., and biriba,
Rolliniamucosa (Jacg.) Bail). There was not transmission with cutting instruments and with three different insects
under the conditions established in thiswork. The cleaning of the SYBV permitted to acquire apolyclonal antiserum,
which was used to detect the virusin plants under orchards conditions, aswell asin asymptomatic |eaves of young
infected plants. The antiserum contributes to get healthy seedlings for the vegetative propagation of soursop.

I ndex terms. Annona muricata, Soursop yellow blotch virus, Cytorhabdovirus.
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| ntroducao

A gravioleira (Annona muricata L.) € umaimpor-
tante fruteira tropical, com crescente demanda de frutos
paraaagroindustria, principalmente no Nordeste Brasilei-
ro enosestadosdaAmazéniae Minas Gerais (Calzavara&
Muller, 1987). A explorag@o dagravioleiraconsistiabasica-
mente da obtenc&o de frutos para o preparo de refrescos e
sorvetes e para 0 consumo in natura. No entanto, com o
desenvolvimento da indistria de frutas no Nordeste, a
gravioleira vem sendo cultivada em escala comercial por
empresasligadas ao setor (Lopeset al., 1994). Atualmente,
grande parte da producéo é comercializada para consumo
in natura, especial mente nos mercados de Brasilia, Forta-
leza, Recife, Rio de Janeiro e S&o Paulo (José, 2003).

A produtividade da gravioleirano Brasil difereem
funcéo da variedade, dos tratos culturais recebidos e da
tecnol ogia adotada pel os produtores (José, 2003). A cultu-
ra pode apresentar diversos tipos de problemas que com-
prometem a produc&o, merecendo destaque aquel esrel aci-
onados a ocorrénciade pragas e doencas durante afase de
frutificagdo (Junqueiraet a.,1996). Dentre asdoencgas que
afetam esta anonacea, destaca-se a mancha amarela da
gravioleira, causada pelo rhabdovirus Soursop yellow
blotchvirus(SYBV) (Martinset a., 1999).

O SYBV pertence ao género Cytorhabdovirus da
familiaRhabdoviridae, o qual se caracterizapelas particu-
las baciliformes envoltas por envelope lipidico, cuja
replicagéo e maturagdo ocorrem no citoplasma de células
infectadas. Os rhabdovirus de plantas sdo transmitidos
por afideos, cigarrinhas, percevejos ou acaros, havendo
relatos de longos periodos de laténcia e de sua multiplica-
¢do no vetor (Van Regenmortel et a., 2000).

No Brasil, estavirose foi constatada pela primeira
vez em 1988 em graviol eiras cultivadas na Estacéo Experi-
mental da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Ceara
(Epace), em Pacgjus (Kitgjima& Santos, 1989) e, atua men-
te estéa presente em plantios comerciais nos municipios de
Barreiras, Cascavel, Fortaleza, Paracuru, Limoeiro do Norte
eltaitinga, todos|ocalizados no Estado do Ceara (Cardoso
etal., 2002). Em 2002, o virus estava presente em 24% das
plantas existentes nadrea experimental e asintomatologia
apresentada pelas plantas era a seguinte: folhas com
clareamento de nervuras e manchas amareladas difusas
sem contornos definidos, distor¢do foliar e redugdo de
desenvolvimento das plantas (Kitgjimaet al., 1993). Poste-
riormente, Cardoso et al. (2002) observaram que os frutos
das plantas infectadas apresentavam-se pequenos e de-
formados. Nas plantas adultas havia caracteristicas de
declinio, com folhas menores que as de plantas sadias e

um progressivo decréscimo na producdo. Em plantios ori-
ginados a partir de mudas da variedade Crioulainfectadas
como SYBYV jaforam registrados 100% de perdas da pro-
ducdo naprimeirasafra(Santoset al., 2002). Casos de mor-
te provocados pela virose, contudo, ndo foram ainda ob-
servados (Cardoso et al., 2002). Os sintomas descritos sio
considerados tipicos do SYBV e umaoutrainfecgéo viral
ainda néo foi relatada nessa cultura.

Em virtude da crescente ameaca do SYBV paraa
gravioleirano Ceara e daimportancia que a disseminacao
do virus representa para a cultura nas regides produtoras,
tornaram-se objetivos deste trabalho: estudar a transmis-
sdo do virus por inoculag&o viaextrato vegetal tamponado
e por enxertia; paraas variedades mais exploradas (‘ AB’,
‘Criould, ‘Lisa e*Morada') e paraoutrasanonacesas; iden-
tificar hospedeirosaternativosdo virus, investigar atrans-
missd0 por instrumentos cortantes e por vetor em graviola,
purificar e produzir anti-soro especifico parao virus.

Material e M éodos

Fonte de virus

Oisoladodo SYBYV utilizado nestetrabalho foi obti-
do de plantas de gravioleiras ‘ Crioula’ infectadas proveni-
entes do Campo Experimental de Pacagjus da Embrapa
AgroindustriaTropical, exibindo manchasamarelasnolimbo
foliar caracteristicasdavirose (Cardoso et ., 2002). Asmu-
das sadias das gravioleiras e demai s anonaceas empregadas
nos ensaios foram obtidas com a colaboragdo da Embrapa
Agroindistria Tropical. Os ensaios experimentais e testes
foram conduzidos em casa de vegetacao e nos laboratdrios
deVirologiaVegetal daUniversidade Federal do Ceara.

Transmissao Artificial do Virus

Inoculagdo Mecéanica

Mudas sadias no estégio de duas a quatro folhas
das gravioleiras ‘AB’, ‘Criould, ‘Lisa’ e ‘Morada’ e das
anonéaceas ata (A. squamosa L.), araticum (A. crassiflora
Mart.), araticum do brejo (A. glabra L.), biriba (Rollinia
mucosa (Jacq.) Bail), condessa (A. reticulata L.) e ylang-
ylang (Cananga odorata (Lam.) Hook) foram inoculadas
mecanicamente com extrato defolhasde* Crioula infectadas
com SYBV. Oindculofoi preparado napresencade tampao
de fosfato de sodio 0,01M pH 7,0 acrescido de 2-
mercaptoetanol a0,1% ou de sulfito de sddio a0,1%, dada
a presenca de alcal6ides na seiva, sendo friccionado na
superficie adaxial dasfolhas polvilhadas com carburundum.
O ndmero de plantas inoculadas variou em razdo das
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anonaceas apresentarem dorméncia e variagdo no
percentual de plantas germinadas.

Na investigacdo de espécies vegetais indicadoras
de virus, foram inoculadas Chenopodium quinoa Willd., C.
murale L., Nicandra physaloides L., Physalis floridana
Rydb, Datura stramonium L., D. metel L., Solanun
melongenalL., Lycopersicon esculentumMill., Cucumismelo
L., Clitoriaternatea L., Macroptiliumatropurpureum (DC)
Urban, M. lathyroides Urban, Cassia occidentalis L.,
Centrosema brasilianumL. e Vigna unguiculata (L.) Walp.
O procedimento dainoculagdo mecanicafoi sSimilar ao ante-
riormente descrito. O extrato vegetal empregado nessas
inoculagdesfoi também inoculado em plantasjovensde’ Cri-
oula para controle da qualidade do inéculo. Paraaavaia-
¢do dos resultados das indicadoras considerou-se o
surgimento de infeccdo, principalmente do tipo localizada.
Paraaconfirmaggo dainfecgéo procedeu-se aretroinoculagéo
emmudasde’ Criould , decorridos 30 diasdainocul agéo nas
plantas.

Inoculag&o por Enxertia

O indculo utilizado foi proveniente de plantas de
‘Criould infectadas com dois a trés meses dainoculagéo.
Naenxertia, utilizou-selaminaesterilizadatanto pararetira-
dados fragmentos (secBes de ramos e peciol 0s) de plantas
infectadas como para seccionar 0s apices de mudas sadi-
as. Enxertaram-se mudasde gravioleiras. ‘AB’, ‘Crioula,
‘Lisa’ e ‘Morada e de ata, araticum, araticum do brejo,
biriba, condessa e ylang-ylang no estégio de dez a 12 fo-
Ihas. As secBesforam fixadas ao &pice com auxilio defilme
de PV C e de prendedores plasticos.

Inoculagdo por Instrumentos Cortantes

Nesse ensai 0 empregaram-se canivete, laminasete-
soura de poda para efetuar cortes em mudas sadias de
graviola‘Crioula’, no estagio de oito a12 folhas, utilizan-
do-se duas formas de contaminacgéo dos instrumentos. Na
primeira, osinstrumentosforam imersos em extrato vegetal
obtido com solucéo tamp&o, 0 mesmo usado hainocul agdo
mecanica, ferindo-se as mudas ao longo do caule. Naoutra
forma, osinstrumentosforam contaminados com aseivaa
partir de cortes efetuados diretamente no caule de plantas
davariedade ‘ Crioula’ infectadas com SYBYV, ferindo-se,
em seguida, o caule das mudas sadias, simulando tratos
culturaisem campo. Em ambos os experimentos, emprega-
ram-se 10 mudas para cada instrumento num total de 60
plantas testadas.

Transmisséo do Virus por Inseto

Em ensaios visando a identificagcdo do vetor do
SY BV, foram utilizados os seguintesinsetos. soldadinho -
Membrancis foliata Richter (Homoptera: Membracidae),
pulgéo-verde da graviola - Aphis sp. (Homoptera:

Aphididae) e cigarrinha-verde - Empoasca sp. (Homoptera:
Cicadelidag), pragas comuns a essa fruteira e nas quais
formam coldnias e se estabelecem. Os insetos foram
coletados em gravioleiras sabidamente infectadas pelo
SYBV no pomar do Campo Experimental de Pacajus da
EmbrapaAgroindustria Tropical, onde eraelevado o indi-
ce de plantas afetadas pelo virus. A coleta dos insetos foi
realizada a partir de folhas de ramos jovens, as quais ja
exibiam as manchas amarelas tipicas da infec¢éo pelo
rhabdovirus. Com o auxilio deum pincel fino, grupos de 10
a 15 insetos foram transferidos diretos para mudas de
graviola‘Crioula sadia (com duas a quatro folhas), onde
permaneceram retidos por meio de gaiolas confeccionadas
com tubos pléasticos transparentes cobertos com escaline.
As mudas com os insetos foram, em seguida, conduzidas
para o laboratério permitindo-se um periodo de acesso de
inoculacgdo do virus de quatro dias, apds o qual afideos,
cigarrinhas e soldadinhos foram eliminados manual mente.
A passagem direta dos insetos de ramos de plantas
infectadas paramudas sadias foi adotadaem virtude dafre-
guéncia com que estes homaépteros morriam sob manipula-
¢Bes consecutivas de plantas adultas para plantas jovens
infectadas e destas paramudas sadias. Considerou-se ainda
gue insetos obtidos de colbnias estabelecidas em plantas
No campo possuem maior periodo acesso deaquisicdoviral.
As repeticoes dos testes de transmissdo do virus para mu-
dasdegraviolatotalizaram cinco parapulgdesecigarrinhae
trés para sol dadinhos. Em ensaios preliminares conduzidos
com amoscabranca, Bemisiatabaci bié6tipo B (Homoptera:
Aleyrodidag), observou-se 100% de morte dos individuos
apos 48 horas em folhas de gravioleirainfectada, e por esta
razéo esse inseto foi excluido dostestes. A morte dosinse-
tos ocorreu, provavelmente, em razéo da gravioleira ndo
ser boa hospedeira da mosca branca.

Todasasmudasinoculadas: viaextrato e por enxertia,
por instrumentos cortantes ou por insetos, juntamente com
as respectivas testemunhas (mudas sem inoculagéo), fo-
ram transferidas para casade vegetacdo (35-37°C e 65-70%
UR) onde permaneceram de 30 a 60 dias para observagéo
do surgimento de sintomas.

Purificacdo do Virus e Producéo de Anti-soro

O procedimento paraapurificacdo do SY BV foi base-
ado no método adotado por Martinset d. (1999), porém, com
modificagOes. Folhasjovensdegraviola’ Crioula comsinto-
mas tipicos do SYBV foram trituradas em liquidificador na
presencadetampéo | (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; manitol 150
mM; MgCl 40 mM; Dieca 50 mM) na proporcéo 1:6 (p/v).
Apo6sfiltrado, o extrato foi submetido aum ciclo de centrifu-
gacdodiferencia (7.800g por 10mine35.000g por 30 min). A
suspensdo obtida a partir do “pellet” com o tamp&o | foi
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disposta no topo de um gradiente de sacarose nas con-
centracdes 10, 20, 30, 40 e 50% preparadas em tampéo |
(Tris-HCI 50 mM pH 8,0; Dieca10 mM; EDTA 10 mM),
procedendo-se, em seguida, auma centrifugagéo a 53.000
g por 60 min. A banda viral, formada a 2/3 do topo do
tubo, foi recolhidaem tampé&o |1 e centrifugadaa 35 000g
por 60 minutos. O “pellet” obtido foi ressuspenso no tam-
pao |1l (TrissHCI 10 mM pH 7,8) eapreparacdo viral acon-
dicionadaa5°C.

O anti-soro parao SY BV foi obtido apartir deimuni-
zagdes em coelho da raca Nova Zelandia. Para tanto, a
preparacdo viral foi emulsificadacom o adjuvante de Freund
na propor¢do 1:1 (v/v) einjetada no anima mediante trés
injecBes semanais via intramuscular e coxim-plantar. As
sangrias semanais, em nimero de sete, foram iniciadas 30
diasapdsaprimeirainjecdo do virusno animal.

Considerando-se que o método de purificacdo nao
promove aeliminacao total de proteinas vegetais (Martins
et al., 1999), para evitar reacOes inespecificas em testes
sorol 6gicos procedeu-se a absorgéo do anti-soro com ex-
trato de plantasadia. Assim, auma parte do anti-soro pro-
veniente de cada sangria, adicionaram-se nove partes de
extrato vegetal de gravioleira sadia obtido na presenca de
umasol ugao constituidade polivinilpirrolidona2%, Dieca
0,17%, albumina0,2% e azida sodica0,02%. Apds perma-
necer 1 ha37°Cel6hab5°Camisturafoi centrifugadaa
3.000 g por 10 min e osanti-soros, assim absorvidos, foram
armazenadosa—20°C.

Testes Sorol 6gicos

Preparo do extrato e do anti-soro

OElisaindireto (Almeida& Lima, 2001) foi empre-
gado paraaconfirmacéo dainfeccdo vira nas plantasino-
culadas e também para investigacdo da presenca de virus
em folhas ainda assintomaticas de gravioleirainfectada.

I nicialmente os anti-soros foram testados nas dilui-
¢Besde1:1.000, 1:2.000, 1:3.000, 1:4.000, 1:6.000e1:12.000e
o0 extrato vegetal da planta infectada nas dilui¢tes 1:10,
1:100, 1:200, 1:300, 1:400, 1:500, 1:1.000, 1:5.000e1:10.000
em diversas combinagdes. Umavez definidas as melhores
diluicdes, realizaram-se testes com 0s anti-soros obtidos
das sete sangrias para verificar a qualidade dos mesmos e
definir 0 seu emprego nadeteccéo vira. Folhasnovas (ten-
ras e assintomaticas), intermediarias (com plenos sinto-
mas, porém menos tenras) e velhas (com manchas amare-
las, contudo, coriaceas) obtidas de um mesmo ramo de
plantas de ‘Crioula com oito a dez meses de infectadas,
foram testadas para a defini¢do do melhor tipo de folhaa
ser usada nos testes soroldgicos.

Resultados e Discussao

Todas as variedades de gravioleira e outras duas es-
péciesdeanonécess, ataehiribd, foraminfectadaspelo SYBV.
A infeccéo dessas plantasfoi confirmada por Elisa. Em ge-
ral, ainoculagdo mecanicafoi realizada com mais sucesso
gqueaenxertia. Asinfecgdesforam maisfreqientes nasvari-
edades‘Crioula, ‘AB’ e‘Morada queem‘Lisa (Tabelal).
Ossintomasiniciais de clareamento de nervuras surgiram
nas quatro gravioleiras duas semanas apds a inocul agéo,
em ambos os métodos empregados. Sintomasiniciaissimi-
lares, porém surgidos de trés a seis semanas, foram obser-
vados em gravioleiras inoculadas em estagio mais desen-
volvido com o mesmo viruspor Kitgjimaet al. (1993), o que
indica que ainfeccdo precoce provavel mente esta associ-
ada ao emprego de mudas mais jovens nas inocul acoes.

Em‘Crioula, 30 diasap6sainoculacao, foi possivel
observar apresenca de algumas manchas amarelas em fo-
Ihas intermedi&rias e velhas. Nas folhas mais novas essas
manchas eram menos freqlientes ou até mesmo ausentes,
contudo o virus pode ser detectado. Redugdo no porte da
planta e diversas manchas amarelas, tipicas da virose, es-
tabel eceram-se aproximadamente 60 dias apds ainocul acéo
(Figura 1la e b). Nas demais variedades a evolugdo dos
sintomasfoi similar aguelaobservadaem ‘ Crioula’, porém
as manchas amarelas foram menos intensas. Sintomas de
distor¢do foliar e morte ndo foram observados nas plantas
durante toda a duragé@o do experimento (15 meses). Este
resultado difere do obtido por Martins et a. (1999), que
relataram a ocorréncia de necrose nas folhas e morte de
gravioleiras doze meses apos ainfecgéo pelo SYBV.

Todas as plantasde atainfectadas pelo SYBV apre-
sentaram pontuagdes clordticas, manchas amarelas e re-
ducédo do desenvolvimento, enquanto que em biriba nas
plantas infectadas observou-se mosgueado, que evoluiu
para mosaico com pontos necroti cos nas fol has desenvol -
vidas ap6s inoculagdo. Em ambos os casos, ainfecgao foi
confirmada por sorologia. Resultados diferentes destes
foram obtidos por Kitgjimaet al. (1993), os quais ndo ob-
servaram infecg@o do SY BV em plantas de ata e biribaino-
culadas mecanicamente ou por enxertia. Plantas das de-
mais anonaceas (araticum do brejo, araticum, condessa e
ylang-ylang) n&o apresentaram sintomas de infeccéo pelo
virus com resultados negativos em Elisa. Resultadosdistin-
tos foram observados por Martins et a. (1999), os quais
verificaram ainfecg8o viral em plantas de condessainocula
dasmecanicamente e por enxertia. A variagdo existenteentre
os dados relativos as hospedeiras e aos sintomas induzidos
pelo SYBV obtidos neste trabalho com aquel es constatados
por outros autores, sugere a ocorréncia de estirpes do virus
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Tabela 1- Percentual de variedades de graviolae de outras anonéceasinfectadas com o SYBV por inoculagdo mecanicae por enxertia.

Inoculagdo via extrato tamponado

Inoculagéo por enxertia

Gravioleiraou Planta infectadas*/ Plantas infectadas*/

Espécie vegetal plantas inoculadas Percentual Plantas inoculadas Percentual
GraviolaCrioula 38/91 Vi) 24/70 A
GraviolaAB 16/41 0 522 23
GraviolaMorada 13/44 0 6/24 .s)
GraviolaLisa 417 24 2/10 2
Ata 834 24 3/18 17
Biriba 14/36 0 519 2%
AraticumdoBrgo 028 0 0/18 0
Araticum 0/28 0 022 0
Condessa 020 0 020 0
Ylang-ylang /18 0 012 0

* Plantas com sintomatologia definida apos 30 dias da inoculagao.

sido sugerido que a disseminacdo do SYBV no campo
esta associada a tratos culturais ou a agéo de artropodes
(Santoset al., 2003). Contudo, nas 60 tentativas de trans-
missao do virus paramudasde ‘ Crioula com instrumen-
tos cortantes realizadas neste trabalho, as plantas ndo
foram infectadas. O insucesso da transmissdo pode, em

Figural- Gravioleira‘Crioula infectadacom o Soursop yellow blotch virus apresentando: A- manchas amarelasem folhasintermedi-
arias e velhas e folhas novas sem sintomas; B- detalhe de manchas amarelastipicasem ‘ Crioula’ apds 60 dias dainocul agéo.

dagravioleiraou interferénciadefatoresambientais.

Em testes parainvestigacéo de plantasindicadoras
do virus néo foi constatada nenhum tipo infecgéo locali-
zada ou sistémica em nenhuma das 15 espécies vegetais
inoculadas, enquanto que as mudasde ‘ Crioula’ inocula-
dasno mesmo dia, confirmaram aboaqualidade do inéculo
viral. Por outro lado, asmudasde‘ Crioul@ retroinoculadas
com extrato vegetal obtidos das indicadoras testadas,
ap6s um periodo de 30 dias, ndo exibiram nenhum tipo de
sintomaviral, indicando aausénciado SY BV. Estesresul-
tados esté@o de acordo com asinformacdes de Kitajima et
al. (1993) edo ICTV (2004), nas quaisndo foram rel atadas
hospedeirasdo SYBV em outras familias botanicas. Tem

164

parte, estar associado a uma instabilidade do virus na
seiva ou a ndo adequacdo do método utilizado. Também
néo foi observadaatransmissao viral por meio de pulgéo,
cigarrinhaou soldadinho, impossibilitando, assim, aiden-
tificacdo do vetor nas condi¢cBes experimentais
estabel ecidas neste trabalho. E possivel que os insetos
empregados nos testes ndo sejam realmente vetores do
virus, porém, considerando que registros de periodos de
laténcia de rhabdovirus no vetor variando de trés a 66
dias, jaforam relatados anteriormente (Nault & Ammar,
1989), a hipdtese de que o SYBYV tenha um periodo de
laténcia no vetor superior a quatro dias, tempo usado no
trabalho, ndo deve ser descartada.
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Virus da mancha amarela da gravioleira: transmiss@o, hospedeiros, purificagdo e producéo de anti-soro

Em Elisa, os anti-soros policlonais obtidos da pri-
meira a quarta sangria apresentaram resultados mais
satisfatdrios que os demais, principalmente nas diluicoes
1:1.000 e 1:2.000 combinadoscom asdiluigdes 1:500 e 1:1.000
do extrato vegetal infectado com o SYBYV, quando osvalo-
resdaplantainfectadaforam, invariavel mente, pelo menos
duas vezes superiores aquel es obtidos pel o extrato de planta
sadia, possibilitando confirmar asinfecgdes sistémicasem
gravioleiras, em ataeem hiriba. Ressalta-se ainda que nas
anonaceas ndo hospedeiras do virus, os valores de
absorbancia observados em Elisa foram compativels, ja-
mai's superiores, aos valores do extrato vegetal sadio das
respectivas anonaceas ou dagravioleira‘Criola’, daqual o
virusfoi purificado. Martins et al. (1999) obtiveram bons
resultados em Elisaindireto com dilui¢do do anti-soro de
1:3.000 detectando o virus em diluicdo do extrato até
1:10.000. A absorcéo de anti-soro com extrato vegetal sa-
dio visando evitar reactesinespecificasfoi também adota-
da por esses autores.

A deteccdo viral ocorreu no tréstipos de folhas, po-
rém, de acordo com os resultados dostestes, o tipo ideal de
folhaparauso no Elisafoi aintermediéria, tanto pelafacilida
deemtrituré-la, como pelamaior concentragdo viral em seu
extrato, constatada pelos val ores sempre mais elevados na
absorbanciaa405 nm. Além daconfirmagao dosresultados
das inocul ages, o Elisa com os anti-soros especificos para
0 SYBV possibilitou detectar apresencado virusem folhas
ainda assintométicas de plantas em casa de vegetacdo ou
obtidas de ramos jovens de gravioleiras adultas infectadas.
Estes resultados indicam que se torna possivel detectar in-
feccao recente pelo SYBV em gravioleirasjaestabelecidas
no pomar, e também em mudas infectadas e ainda
assintométicas, viabilizando aproducdo de mudas sadias, 0
que contribui parareduzir adisseminagéo do SYBV, princi-
pamente pararegideseminicio deexploragdo dagravioleira

Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos nas condi-
¢Oes experimental s desta pesquisa, conclui-se que:

1. O virus da mancha amarela da gravioleira infectou so-
mente espécies dafamilia Anonacea, sendo transmitido
mecani camente e por enxertia paraata, biriba e parato-
das as gravioleiras testadas;

2. N&ofoi possivel identificar o tipo de transmisséo asso-
ciada a tratos culturais ou por insetos;

3. A purificagao permitiu aobtencgéo de anti-soro policlonal
para deteccdo do SYBYV em plantas adultas e em mudas
infectadas com fol has assintomaéticas.
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