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Bonao C12: Cultivar de Pessegueiro Testada

Introducao

O Brasil produz 230.000 toneladas de péssegos ao ano, com um
consumo per capita de 700 a 800g. A cultura do pessegueiro é de

alta rentabilidade, sendo boa opc¢ao para os produtores que buscam
alternativas em suas propriedades. No contexto atual, com a abertura

do mercado e a grande competitividade que vem se verificando com

a presenca de produtos importados além da exigéncia cada vez maior

do consumidor, os persicultores brasileiros necessitam buscar e adotar
novas tecnologias, processos e produtos que reduzam custos e elevem a
produtividade.

Entretanto, varias enfermidades causam prejuizos e representam
ameaca a plena producao de frutas no Brasil. Entre estas, encontram-
se as viroses, bacterioses e outros microrganismos patogénicos, cujos
efeitos se refletem diretamente sobre a produtividade, principalmente
por ocasionar reducao no desenvolvimento das plantas e no tamanho
dos frutos (CARVALHO, 1983; BETTI e KITAJIMA, 1972). A literatura
internacional apresenta varios estudos relacionados a doencgas
ocasionadas por virus que infectam prundideas.

As NormasTécnicas Gerais para a Producao Integrada de Frutas
(NTGPIF), com relacao a legislacao vigente sobre mudas, indica como
obrigatorio “utilizar material sadio, adaptado a regiao, com registro de
procedéncia credenciada e com certificado fitossanitario” e, ainda, refere-
se como proibido “utilizar material propagativo sem o devido registro

de procedéncia e sem o certificado fitossanitario e transitar portando
material propagativo sem a competente autorizacao” (NAKA, 2002).

Qualquer material vegetal s6 pode ser considerado isento de inéculo
causador de enfermidades a partir da realizacao de testes de indexagao.
Os métodos sao amplamente estabelecidos e incluem sorologia,
indexacao biolégica, molecular, histolégica e bioquimica, segundo a
conveniéncia, adequacao e necessidade (STOUFER e FRIDLUNG, 1989;
SANTOS FILHO e NICKEL, 1993).

Com relagao ao pessegueiro, praticamente todo o material propagativo
usado no Rio Grande do Sul nao tem sido avaliado em relacao a infeccao
por viroses, podendo estar contaminado por um ou mais virus, reduzindo
a producao, comprometendo a qualidade dos frutos ou dos produtos
finais e a rentabilidade, pelos altos investimentos de implantagao e
manutencao de pomares. Portanto, a sustentabilidade desta cadeia
produtiva necessita de acdes de planejamento e de estruturacao do setor,
com a adocao de programas para produzir mudas de qualidade.

As duas viroses mais comuns encontradas nos pomares de pessegueiro
sao causadas pelo virus da mancha anelar necrética de Prunus

(Prunus Necrotic Ringspot Virus, PNRSV) e pelo virus do nanismo da
ameixeira (Prune Dwarf Virus, PDV), sendo que ja foram detectadas

nos pomares do Rio Grande do Sul (DANIELS et al., 1994; DANIELS e
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CARVALHO, 1995). Sao encontradas em
todas as regides produtoras de Prunus do
mundo, isoladamente ou em combinacao
(PDV + PNRSV); neste ultimo caso, a doenca
€ conhecida por “nanismo do pessegueiro”
(“Peach Stunt Disease”, PSD) e pode causar
danos econdmicos mais expressivos na
cultura do pessegueiro. No Brasil, nao é
conhecido o percentual de danos que estas
enfermidades ocasionam. Entretanto estudos
realizados na Califérnia (EUA) mostraram que
a presenca do complexo de PDV e PNRSV
pode resultar em reducao da producao de
péssegos da ordem de 30% (UYEMOTO et al.,
1992).

Em levantamentos para determinar a
incidéncia de llarvirus em pomares das
principais cultivares de pessegueiro, em
regioes produtoras do Rio Grande do Sul
(Pelotas, Porto Alegre e Serra Gaucha),

foi comprovada a incidéncia de PNRSV e
PDV em pomares comerciais pelo teste
sorologico ELISA, utilizando anti-soros
comerciais. Os dois virus foram detectados
em todas as cultivares analisadas, sendo
que, no total, 36,7% das plantas estavam
infectadas (MACIEL et al., 2002). Devido a
alta incidéncia de /larvirus em pomares de
pessegueiros gauchos, os autores concluiram
que é grande a necessidade de implantacao
de um programa de producao de mudas de
pessegueiros, fundamentado na selecao e
indexacao de materiais propagativos. As
principais regioes produtoras de frutas no
mundo adotaram como estratégia principal, o
uso de programas de certificagao de mudas,
associados a medidas regulatoérias que
impedem a entrada, transito e comercializagao
de material infectado. A moderna fruticultura
esta baseada em pomares produtivos e o
sucesso do empreendimento depende da
utilizacao de mudas com garantias genéticas
e sanitarias. Isto s6 é possivel com o uso

de material propagativo livre de pragas e
doencgas importantes que podem limitar o
crescimento, desenvolvimento e a qualidade
das frutas (FACHINELLO, 2000).

Para o desenvolvimento de um sistema
de producao e distribuicao de material
basico certificadamente sadio, paises
onde a fruticultura tem longa tradicao héa
muito estabeleceram sistemas de limpeza
e distribuicao de material propagativo

(MEIJNEKE et al., 1982). Atualmente, a
maioria dos produtores de frutas e viveiristas
estao conscientes do risco que as doencas
transmitidas vegetativamente representam
para suas plantas e para toda a atividade
econOmica. Mudas produzidas a partir

de material propagativo livre de virus
apresentam melhor desenvolvimento. Material
propagativo obtido por selecao e checagem,
cultura de meristemas, termoterapia e
indexacao, pode ser mantido sadio, desde
gue sejam seguidas normas especificas que
evitem contaminacoes futuras. Esse material
basico deve ser confinado de forma a impedir
a recontaminacao através de vetores.

Nos ultimos oito anos, varias acoes de
pesquisa foram realizadas no sentido da obter
plantas matrizes de pessegueiro isentas de
organismos patogénicos, através da selecao
de plantas isentas de enfermidades (plantas
escapes), obtidas apos a realizacao periddica
de baterias de testes de sanidade.

O objetivo do trabalho realizado foi obter
plantas da cultivar Bonao, testadas em
relacao as principais viroses que ocorrem
no pessegueiro, disponibilizando material
propagativo com alta sanidade para as
entidades de pesquisa e aos viveiristas
regionais.

Caracteristicas da cultivar bonao, selecao e
manutenc¢ao das plantas matrizes

O programa de Melhoramento Genético do
Pessegueiro da Embrapa ClimaTemperado
visa a criacao de cultivares para uma ampla
faixa de adaptacao climatica, visando atender
a diversidade que apresenta o sul do Brasil.
Dentre os objetivos prioritarios do Programa
estao a obtencao de cultivares cujos frutos
sejam de maturacao precoce, tenham boa
uniformidade tanto de forma como tamanho,
e proporcionem qualidade ao produto
industrializado. A cv. Bonao preenche estes
requisitos (RASEIRA, 2008).

Originaria de cruzamento realizado em 1995,
entre a selecao Conserva 594 e a cv. Pepita,
esta cultivar é vigorosa e produtiva, com
plantas de crescimento semi-vertical e com
muito boa adaptacao a condi¢cdes de inverno
ameno. A plena floragao ocorre em geral
entre a segunda e terceira semana de julho
e a colheita inicia no final de outubro ou



inicio de novembro. As frutas da cv. Bonao
apresentam forma redonda cOnica, podendo
apresentar sutura levemente desenvolvida, o
tamanho é médio a grande e o peso médio &,
geralmente, superior a 100 gramas. A polpa

€ amarela assim como a pelicula, a qual

em alguns anos pode apresentar até 5% de
vermelho. A polpa tem firmeza média e sabor
doce-acido. As plantas da cv. Bonao adaptam-
se em areas com cerca de 200 horas de frio
hibernal. Nao sao resistentes a podridao
parda ou antracnose, mas devido a época de
maturacao necessitam poucos tratamentos
fitossanitarios.

Para obter plantas matrizes de alta sanidade,
foi utilizada uma planta de campo da cultivar
Bonao, durante processo de desenvolvimento
da cultivar, ainda com a denominagao de
“Conserva 1124" localizada em um pomar
existentes na Embrapa ClimaTemperado

Foto: José Francisco Martins Pereira

Figura 1. Frutos da cultivar Bonéo,. clone 12 (Bonao C12-), obtidos de plantas mantidas
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(Pelotas, RS), durante o ano de 2003. Foi
realizada a enxertia de gema, seguindo-se

o procedimento descrito por Finardi (1998)
sobre porta-enxertos de pessegueiro obtidos
a partir de sementes da cultivar Capdeboscq.
Um grupo de mudas obtidas foram
selecionadas levando-se em consideracao
suas caracteristicas visuais, sendo plantadas
posteriormente sob condi¢cdes de telados
cobertos. Foram inicialmente mantidas em
vasos plasticos individuais, com capacidade
de 100 litros. Como substrato para o
desenvolvimento das mudas, foi desenvolvida
uma mistura estruturada na proporcao de

5 partes de terra vegetal, 3 partes de areia
grossa lavada e 2 partes de esterco bovino
curtido. A adicao de calcario e nutrientes foi
administrada de acordo com a analise de
laboratdrio. Os tratamentos fitossanitarios
foram realizados conforme as normas técnicas
recomendadas para o cultivo do pessegueiro.

sob telados cobertos na Embrapa ClimaTemperado.
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Um grupo de 12 mudas que apresentavam

0 mesmo padrao fenoldgico e,
consequentemente, idénticas geneticamente
a planta padrao da cultivar Bonao, apos
varios testes de avaliacOes fitossanitarias

foi selecionado para compor o grupo

de matrizes fornecedores de material
propagativo para introdu¢ao no borbulheiro
de prunoideas localizado na Embrapa Clima
Temperado. A partir do primeiro ano de
desenvolvimento, as mudas foram indexadas
em relacao as principais doencas transmitidas
vegetativamente, selecionando-se plantas
“escapes”, ou seja, plantas cujos resultados
de todos os testes apresentaram resposta
negativa a presencga dos principais organismos
patogénicos que infectam o pessegueiro.

Atualmente, uma parte dos clones
selecionados (12 plantas) estd sendo mantida
em sistema confinado, em telados cobertos
(Figura 2). Um outro grupo de clones (5
plantas) foi colocado em pomar, a campo,
para avaliacao do comportamento das
plantas sem a interferéncia das condicoes
controladas existentes no sistema confinado
(Figura 3). Neste sistema, que tem por
finalidade manter as matrizes fornecedoras

Foto: Luis Antonio Castro

Figura 2. Plantas matrizes da cultivar Bonao C12, mantidas em sistema

de borbulhas sadias, as plantas estao sendo
mantidas em borbulheiras, construidas de
forma a respeitar rigorosamente normas
técnicas pré-estabelecidas. A utilizacao de

tela anti-afideos impede a entrada de insetos
vetores de viroses. Internamente, existem
corredores concretados, com 1,5m de largura
para circulacao e afastamento das plantas da
tela de protecao. Entre os corredores, uma
camada de brita com aproximadamente sete
centimetros de espessura forma a plataforma
de apoio dos vasos, que evita a eventual
possibilidade de contato das raizes das plantas
com o solo, aléem de facilitar a manutencao

do ambiente limpo. A assepsia do local é
realizada através de desinfeccoes rotineiras
do piso dos corredores. Periodicamente,

sao realizadas desinfestagoes gerais com
defensivos especificos, visando prevenir
contaminacgoes locais por insetos e patdogenos.

A capacidade potencial de producao de
material propagativo com alta sanidade
corresponde a 1.200 borbulhas anuais, com
finalidade de producao de plantas matrizes,
para viveiros, que darao origem as mudas
comercializadas.

confinado, sob condicoes de telados cobertos, na Embrapa Clima

Temperado.



Foto: Luis Antonio Castro

Figura 3. Plantas da cultivar Bonao C12 no inicio do 4°
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ciclo vegetativo (04/08/2008), mantidas em condicoes
de pomar, desde a selecao inicial das matrizes de alta
sanidade, para avaliagcao do comportamento a campo,
sem a interferéncia das condigcoes controladas do
confinamento em telados cobertos.

Enfermidades Indexadas e Testes
Realizados

1. Enfermidades Indexadas

Embora a literatura internacional descreva
aproximadamente 60 virus infectando

Prunus, trés viroses destacam-se como
problemas de importancia econémica para

a cultura do pessegueiro. Duas destas tém
sido diagnosticadas em nossas regioes
produtoras, Prune DwarfVirus e Prunus
Necrotic Ringspot Virus, justificando suas
indexacgoes neste trabalho. Outra enfermidade
virética que foi avaliada é denominada Sharca
(Plum Pox Virus) a qual, embora ainda nao
esteja relatada em nosso Pais, ocasiona

sérios prejuizos nas regioes onde ocorre,
constituindo-se em risco potencial para os
pomares de pessegueiro, principalmente
devido a introducao de material vegetal sem
acompanhamento técnico adequado.

O Prune Dwarf Virus (PDV) esta associado a
varias doencas economicamente importantes
em frutas de caroco. O agente causal

dessa enfermidade pertence ao grupo
ilarvirus, com particulas isométricas ou na
forma de pequenos bacilos. Trabalhos de
pesquisa desenvolvido na Embrapa Clima
Temperado indicaram sua presenca em
amostras coletadas em diferentes cultivares
de pessegueiro. Este virus infecta um
grande numero de espécies de Prunus e
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pode ser transmitido, por inoculacao, para
varias espécies de plantas herbaceas. A
disseminacgao ocorre através do pdlen, da
semente e, principalmente, através do uso
de material vegetal contaminado, durante a
producao de mudas. As medidas de controle
envolvem, principalmente, os programas
de certificacao de mudas. Para esta virose,
na avaliacao das plantas matrizes de
Bonao, foram utilizados testes em plantas
indicadoras, o teste imunoldgico ELISA e a
microscopia eletronica.

O Prunus Necrotic Ringspot Virus pode
infectar varias espécies de Prunus. Algumas
linhagens nao induzem sintomas aparentes;
entretanto, podem ser diagnosticados com

o uso de plantas indicadoras, como, por
exemplo, a cerejeira Shirofugen ou atraves
de testes soroldgicos, principalmente o

teste de ELISA. O agente causal inclui um
complexo de virus. Este nome é utilizado para
designar todos os membros sorologicamente
relacionados do grupo llarvirus subgrupo

lll, cujas particulas podem ser isométricas

ou na forma de pequenos bacilos. Pode ser
inoculado em plantas de pepino (Cucumis
sativus L.) ou quinoa (Chenopodium quinoa
Willd). As medidas de controle envolvem
programas de certificacao de mudas. Na
avaliacao das plantas matrizes de Bonao, para
esta virose, foi utilizado o teste imunologico
ELISA, a microscopia eletronica e testes em
plantas indicadoras.

O Plum Pox Virus foi inicialmente relatado

na Bulgaria em 1918. E bastante conhecida
pela denominacgao de “Sharca”. Constitui-

se em um problema de extrema seriedade,
principalmente para as culturas do
pessegueiro e da ameixeira. Até o presente
sua introducao nao foi relatada nas regioes
produtoras brasileiras. Devido a severidade
com que esta doencga ocorre, ha necessidade
de divulgar informacdes com o objetivo de
evitar que o virus seja introduzido, devido ao
desconhecimento do assunto por produtores
que recebem materiais vegetais de outros
paises, sem que sejam respeitadas normas de
fiscalizacao. O Plum Pox Virus tem causado
sérias perdas em pomares de pessegueiro,
nectarineira e ameixeira. O agente causal
dessa enfermidade se constitui em um
Potyvirus, caracterizado por particulas longas
e flexiveis, transmitido por afideos (pulgoes).

O diagnéstico pode ser realizado através do
uso de plantas indicadoras como Nicotiana
clevelandii Gray, Pisum sativum L. e Zinnia
elegans Jacq, entre outras. Em paises onde

o problema ocorre, as medidas de controle
envolvem programas de certificacao de
mudas, inspecao e remocao de plantas
infectadas, cultivares tolerantes e rigoroso
programa de controle de afideos. No Brasil,
devido a nao deteccao dessa enfermidade, o
principal modo de controle consiste em evitar
a introducao de materiais nao certificados

e utilizacao de sistemas quarentenarios,
mantidos por entidades governamentais.

Para esta virose, a avaliacao das plantas foi
realizada utilizando o teste imunoldgico ELISA,
microscopia eletronica e testes em plantas
indicadoras.

Conforme ja mencionado, a literatura
internacional descreve aproximadamente 60
virus infectando Prunus, sendo que alguns
estao associados, formando complexos. Na
avaliacao da presenca de viroses latentes
presentes nas plantas selecionadas da cultivar
Bonao, foram realizados testes utilizando

a microscopia eletronica de transmissao e
plantas indicadoras de viroses.

2. Metodologias utilizadas nos testes de
diagnose

Varios métodos tém sido rotineiramente
utilizados na diagnose de doencas
transmitidas vegetativamente. Na indexacao
das principais viroses e bacterioses, cujo
agente causal é amplamente conhecido,

o teste mais recomendado constitui-se no
teste ELISA, pois permite diagnosticar a
ocorréncia dessas enfermidades com precisao
e rapidez, inclusive em algumas viroses
latentes, onde os sintomas nao sao visiveis

na planta hospedeira (SUTULA, 1986). Para
viroses em que nao se dispoe de testes
soroldégicos, podem ser utilizadas técnicas de
microscopia eletronica e plantas indicadoras,
que sao processos mais demorados, mas
permitem avaliar um niumero maior de agente
infecciosos.

Na sorologia o procedimento basico
consistiu no método ELISA (Enzime-Linked
Immunosorbent Assay), seguindo-se o
procedimento determinado por Clark &



Adams (1977) e recomendacoes especificas
determinadas pela empresa fornecedora dos
anti-soros (Loewe Biochemical). Portanto, o
procedimento utilizado constou das seguintes
etapas: a) adicao de 200 microlitros de gama
globulina, diluida em tampao carbonato, a
cada orificio das placas de microtitulacao,
sendo incubadas a 37°C durante quatro horas.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés
vezes com tampao PBS-Tween, em intervalos
de trés minutos, para retirada do excesso do
material de cobertura (processo normal de
lavagem). b) adicao de 200 microlitros do
extrato da amostra a testar em cada orificio
das placas de microtitulacao, incubando-as
sob refrigeragao (4°C), durante o periodo de
18 horas, seguindo-se o processo normal de
lavagem, para retirada do excesso de material
acrescentado. c) Adicao de 200 microlitros

do conjugado diluido em tampao PBS-Tween
+ PVP/40 + albumina de ovo a cada orificio
das placas, incubando-as durante quatro
horas, a temperatura de 37°C. O excesso do
material foi lavado, seguindo-se o processo
normal. d) Adicao de 200 microlitros do
substrato p-nitrofenol fosfato a cada orificio
das placas mantendo-as em temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C), no escuro,
durante 90 minutos, para desenvolvimento
da cor caracteristica das reacoes. e) Avaliacao
dos resultados em leitora de placas de
microtitulacao.

Os anti-soros utilizados foram adquiridos da
empresa alema Loewe Biochemical®, com as
seguintes especificacoes:

- Plum Pox Virus: anticorpos policlonais
obtidos em coelhos. Cat. n°® 07050

- Prune Dwarf Virus: anticorpos policlonais
obtidos em coelhos. Cat. n°07051

- Prunus Necrotic Ringspot Virus: anticorpos
policlonais obtidos em cabras. Cat. n° 07052

Para analises de viroses em microscopia
eletronica de transmissao, foi utilizado

o método /eaf dip, que consiste em uma
técnica relativamente simples utilizada para
deteccao de virus de planta em preparacoes
obtidas sem necessidade de cortes ultrafinos
do tecido vegetal. O método foi introduzido
por Johnson em 1951 e utiliza o exsudato
do sistema vascular da planta a testar para
exame ao microscopio. Kitajima (1965)
sugeriu a combinacao do método de /eaf
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dip com a contrastacao negativa, obtendo
excelentes resultados, permitindo a deteccao
de numerosos virus isométricos e alongados.
A metodologia utilizada para avaliar as plantas
da cultivar Bonao consistiu no seguinte
procedimento: 1 — Pingou-se uma gota da
seiva da planta a testar em uma placa coberta
com 2mm de cera. 2 - Pingou-se uma gota
do acido fosfotungstico a 1% em outra placa
também coberta com cera. 3 - Com auxilio
de uma pinga, uma telinha de microscopia

de transmissao foi colocada sobre a gota de
seiva durante um minuto. 4 — Posteriormente,
a mesma tela foi colocada sobre a gota do
acido fosfotungstico, deixando em repouso
por 7 minutos. 5 — A seguir, a borda da tela
foi encostada em papel filtro para retirar

o excesso de liquido. 6 — As telas foram
armazenadas em placa de petri contendo
papel filtro até o momento da observagao.

A analise foi realizada em um microscopio
eletrénico de transmissao, Zeiss, modelo
EM900, com voltagem de aceleracao de 80KV.

A utilizagao de plantas indicadoras consiste no
diagnostico visual ou associado a técnicas de
microscopia para avaliacao de agentes virais
gue causam infeccoes latentes em plantas
cultivadas, como é o caso do pessegueiro,
mas que apresentam sintomas caracteristicos
gue permitem sua identificagao em outras
plantas, denominadas indicadoras. Os
sintomas mais evidentes sao os foliares, como
mosaico (alternancia de areas verde-escuras

e claras ou amareladas), necrose sistémica,
amarelecimento (clorose), clareamento das
nervuras, manchas anulares, linhas necroticas,
reducao/encarquilhamento/enrolamento do
limbo foliar. Manchas e les6es podem surgir
Nnos ramos e em casos severos, induzem a sua
morte pelo anelamento causada pela fusao de
lesdes. Na planta como um todo pode ocorrer
nanismo, declinio e mesmo morte. Para avaliar
a presenca de visores de menor importancia,
foram utilizadas plantas indicadoras herbaceas
cultivadas a partir de sementes em casa-
de-vegetacao. Mudas sadias no estagio

de duas a quatro folhas, foram inoculadas
mecanicamente com extrato de folhas, flores
e brotacgdes. O indculo foi preparado na
presenca de tampao de fosfato de sodio 0,01M
pH 7,0 acrescido de 1% de sulfito de sédio. Em
seguida, foi friccionado na superficie adaxial
das folhas das plantas indicadoras polvilhadas
com a substancia abrasiva carburundum

7
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(600 mesh). As indicadoras inoculadas foram:
Chenopodium quinoa, Chenopodium murale
e Cucumis sativum L.. As plantas foram
avaliadas visualmente durante 45 dias apés a
inoculacao.
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