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RESUMO

A doenga azul do algodoeiro estd associada a um virus ainda pouco conhecido em suas caracteristicas
morfolégicas e moleculares, tanto quanto a sua patologia e epidemiologia. O tipo de transmissao circulativa
pelo afideo vetor Aphis gossypii Glover, associado a recentes relatos de estudos moleculares, sustentam ser
o agente etiolégico uma espécie membro da familia Luteoviridae. No presente trabalho, estudos anatémicos
comparativos em plantas sadias e infectadas foram realizados com a finalidade de conhecer aspectos
estruturais da interagdo virus-espécie hospedeira, com potencial aplicagdo na drea de diagnose e
melhoramento genético. Os estudos anatomicos foram realizados em folhas de plantas infectadas, com
area foliar reduzida, nervuras cloréticas e margem foliar voltada para baixo. O encurtamento dos entrenés,
que resultam em um agrupamento de folhas, flores e frutos, e conseqiiente reducgao da altura da planta, do
namero e tamanho dos frutos, sdo expressdes fenotipicas da planta de algodao infectada, a qual serviu
para o presente estudo. Nas plantas infectadas com o agente da doenca azul havia maior acimulo de calose
e de cristais de oxalato de célcio, cloroplastos integros distribuidos na regido periférica das células do
mesofilo e aparente alteracdo quimica no interior das células do parénquima pali¢adico. Inclusdes nos vasos
do floema e, ocasionalmente no xilema, também foram observadas. O acimulo de calose e a presenca de
inclusdes no floema podem indicar uma relagdo ou preferéncia do virus por esse tecido.
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ABSTRACT
ANATOMICAL ALTERATIONS IN BLUE DISEASE INFECTED COTTON PLANT

Cotton blue disease is caused by a virus whose morphological and molecular characteristics is not well
known and so demanding information its phytosanitary and epidemiological characteristics. Evidences of an
aphid borne (Aphis gossypii Glover) circulative (persistent) type of transmission, associated with a recent molecular
report, sustain for a virus species belonging to the Luteoviridae family. Aiming to understand virus-host
pathogenesis as well as to contribute with diagnostic and breeding aspects of cotton blue disease, in the present
work, structural studies were performed via anatomical comparative analysis of health and infected plant tissues.
For the anatomical studies, leaves from infected cotton plants were chosen when showing typical symptoms,
such as: stunting, reduced leaf area with chlorotic vein and edges curled downward; clustered leaves, flowers
and fruits due to reduced stem internodes. The results revealed that infected tissues present an increase in
callose accumulation and calcium oxalate crystals; integrity of chloroplasts, which were distributed on the
peripheral mesophyll cells, revealed a chemical alteration in the interior of palisade parenchyma cells. Inclusions
in phloem and occasionally also xylem vessels were observed. The callose accumulation and the presence of
inclusions in the phloem vessels are indications of a preferential relationship of the virus to these tissues.
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1. INTRODUCAO

O algodoeiro, Gossypium hirsutum L., produz
a fibra de origem vegetal mais consumida pela
indtstria téxtil mundial. No Brasil, continua sendo
uma das culturas mais importante, gerando milhares
de empregos diretos e indiretos em toda a sua cadeia
produtiva. A recente evolugdo da cultura do algodao
no Brasil estd associada a sua expansdo para o
cerrado, fazendo com que os estudos se voltem para
cultivares com caracteristicas adaptadas ao clima e
resisténcia a ramulose, uma doenca de importancia
na regiao (FReIRg, 1998). Como as cultivares nacionais
nao eram resistentes a esta doenga nem adequadas a
colheita mecéanica, foram introduzidas dos Estados
Unidos e da Austrélia, respectivamente, as cultivares
DELTAPINE ACALA 90 e CS-50. Estas cultivares
possuiam qualidades de fibra e de produgado (FREIRE
etal., 1999), porém eram extremamente suscetiveis as
viroses, principalmente a doenca azul do algodoeiro
(FrEIRE, 1998). Esta doenca até entdo nao era problema,
mas passou a causar enormes prejuizos em Mato
Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, no Parana e
Paraguai (FREIRE et al., 1999).

A doenca azul do algodoeiro, também
conhecida como “cotton blue disease’, foi relatada pela
primeira vez na Republica Centro-Africana (CauQuIL
e FoLLIN, 1983) e, posteriormente, em diversas regides
da Africa: Tchad, Reptblica dos Camardes, Zaire,
Benin; na regido da antiga Unido Soviética:
Azerbaijdo; Turquestdo, que corresponde aos atuais
Turcomenistdo, Uzbequistdo, Tadjiquistdo,
Quirguistdo e Cazaquistdo; na Arménia; nas Filipinas,
Tailandia e Paraguai (CauquiL, 1977; Araujo, 2001).
Segundo HALLIWELL e CauqQuiL (1981), existem
semelhancas entre os sintomas das doencgas
constatadas nas Filipinas, em 1963, com os da
Tailandia e Paraguai, em 1977. Embora exista
similaridade de sintomas entre essas varias regides
estudadas, ndo foi confirmado ser o mesmo patégeno.

No Brasil, essa doenca foi também
denominada forma Ribeirdo Bonito por Costa e
CARVALHO (1965), por considerarem uma forma mais
severa do virus do mosaico-das-nervuras, observada
na safra de 1962/1963, na Fazenda Agua Virtuosa,
Municipio de Ribeirdo Bonito (SP). Em estudos feitos
na Argentina concluiu-se que, em funcado das
caracteristicas de sintomatologia e forma de
transmissdo do agente causal (virus) pelo inseto vetor,
o0 “maladie bleue” na Africa, o mosaico-das-nervuras
Ribeirao Bonito no Brasil e o “enfermedad azul” (mal
de misiones) na Argentina referiam-se a mesma
doenca (Bonasic-KREsic et al. 2002).

Doengas do algodoeiro denominadas
mosaico-comum, mosaico-das-nervuras, mosaico-
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tardio, vermelhdo e doencga azul ocorrem com
freqiiéncia e tém importdncia variada em
praticamente todas as regides produtoras do Brasil
(FreIRE, 1998), particularmente, no Estado de Sao
Paulo (GripI-Parpp et al, 1992). O agente causal do
vermelhdo e da doencga azul é transmitido pelo
mesmo vetor, o afideo Aphis gossypii Glover. Exito de
60%-100% na transmissdo do agente da doenga azul
na Africa foi obtido por CAauQuIL e VAIssaYRE (1971)
com essa mesma espécie.

Como a particula viral da doenga azul ainda
ndo havia sido identificada, alguns estudos
indicavam a possibilidade do agente causal ser uma
espécie de Luteoviridae (Bonasic-KREsIC et al., 2002) e,
mais recentemente, resultados em nivel molecular
indicaram pertencer ao género Polerovirus (CORREIA et
al., 2005), desta mesma familia.

Luteoviridae é dividida em trés géneros:
Luteovirus, Polerovirus e Enamovirus (HARRISON, 1999),
causadores de sintomas tipicos de enrolamento,
avermelhamento ou amarelecimento das folhas e
paralisacdo do crescimento, confundindo-se muitas
vezes com deficiéncias nutricionais, danos causados
por insetos ou por queda de temperatura. A
transmissao das espécies dessa familia ocorre de
maneira circulativa e ndo propagativa, cujo virus se
replica apenas na planta hospedeira (Harrison, 1999;
HERRBACH, 1999).

Neste trabalho objetivou-se estudar a anatomia
de plantas de algodoeiro infectadas com o virus da
doenga azul, visando identificar caracteres anatomicos
que possam contribuir para sua diagnose.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido, em condicoes
ideais de cultivo, em casa de vegetacdo, com plantas
de G. hirsutum ‘CNPA ITA 90’, suscetivel ao virus da
doenga azul do algodoeiro.

As plantas infectadas pelos vetores foram
obtidas, inicialmente, diretamente de culturas
desenvolvidas no Estado de Sao Paulo e, também,
provenientes do Estado do Parand, através do IAPAR.
A partir dessas plantas sintomaticas, iniciou-se a
colonia de pulgoes viruliferos, A. gossypii, e mantidos
em gaiolas com tela antiafideo.

Plantas infectadas foram obtidas em casa de
vegetacdo, sendo adicionados 10 individuos de
pulgdes virulentos por planta, através de
transferéncias manuais feitas com o auxilio de pincel,
permanecendo por quinze dias de alimentacdo de
transmissdo, possibilitando assim tempo suficiente
para a inoculagao do virus.
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Para a transmissdo da doencga através de
enxertia, utilizaram-se como porta-enxerto, plantas de
algodoeiro infectadas através de inoculacdo pelo
afideo vetor, e como enxerto, plantas sadias. A regido
de enxertia foi unida com o auxilio de um filme
pléastico (Parafilm®) e as plantas enxertadas foram
recobertas por sacos plasticos, durante uma semana,
para se evitar a perda de agua.

As transmissdes, por inoculagdo e por
enxertia, foram realizadas em plantas 30 dias ap6s a
germinagdo, quando havia seis folhas totalmente
expandidas e, com 90 dias, as folhas foram retiradas
para estudo anatémico.

Para os estudos anatdmicos, utilizaram-se
amostras de 15 plantas com sintomas tipicos dessa
doenga, sendo dez obtidas de plantas infectadas
através de transmissdo por afideos vetores (cinco
submetidas a 48 horas de alimentac¢do, cinco, a um
periodo de 15 dias), e cinco, através de enxertia de
garfagem. Como controle, utilizaram-se dez plantas
sadias da mesma idade. Em todas as folhas infectadas
utilizadas nesse estudo verificava-se o sintoma visual
da doenca.

Segmentos de 0,25 cm? do limbo e de 0,5 cm
do peciolo e caule provenientes de plantas sadias e
infectadas foram fixados em F.A.A. 50% (formaldeido-
acido acético-dlcool etilico) (JoHANSEN, 1940) e deixados
sob vacuo por 48 horas para penetragdo do fixador.
Os fragmentos do limbo foram retirados da regido
mediana da nervura principal de folhas adultas.

Na preparacdo de laminas permanentes, os
segmentos foram desidratados em série alcodlica-
etilica e incluidos em parafina, sendo cortados em
micrétomo rotativo manual ajustado a 10 pm de
espessura. Os cortes transversais e longitudinais
foram corados com safranina-azul-de-alcid (GABRIELLI,
1992) e montados em adesivo Permount.

A presenca de calose foi detectada com a
utilizacdao de um corante especifico, o azul de anilina, em
solucdo aquosa a 0,1% e solugdo de IKI, segundo THOMAS
e ZIELINSKA (1983). Para evidenciar as inclusdes, utilizou-
se solugdo aquosa de azul de anilina 0,1%. Os cortes
foram feitos a méao livre com o auxilio de uma lamina de
ago para os testes de calose e de inclusdes. A presencga
de cristais de oxalato de célcio em forma de drusas foi
confirmada com o emprego de luz polarizada. Todas as
laminas foram examinadas mediante um microscépio
o6tico Leica DMLB acoplado a uma cAmera de video.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas sadias do algodoeiro observadas
neste estudo sdo delgadas e, internamente, o mesofilo
diferencia-se em parénquima paligadico e esponjoso.

O tecido paligadico localiza-se na face superior ou
adaxial da lamina e o parénquima lacunoso na face
abaxial, sendo esta organizacdo denominada
dorsiventral. As células paligadicas longas ocupam
aproximadamente de um ter¢o a metade da espessura
da lamina. O mesofilo caracteriza-se pela abundancia
de cloroplastos e também pela presenga de glandulas
lisigenas (Esau, 1977). Os estdmatos, presentes nas
duas epidermes sdo mais numerosos na face abaxial.
Na regido das nervuras, as células abaixo da epiderme
sdo colenquimatosas e, envolvendo o feixe vascular,
ocorre um tecido parenquimatoso. Os feixes
vasculares das nervuras sdo colaterais e semelhantes
ao arranjo observado no peciolo. O caule de uma
planta sadia em estrutura primaria possui varios
feixes vasculares separados por tecido
parenquimatoso. Na regido central do caule, ocorre
uma medula de células parenquimatosas com
pequenos espagos entre si e, externamente, ha o cortex,
na regido abaixo da epiderme. Com o crescimento
secundaério, diferencia-se o floema secundéario com um
grande numero de fibras espessadas, enquanto o
xilema secundario ndo se mantém fortemente
lignificado. A estrutura do peciolo assemelha-se a
descrita para o caule. Nas células parenquimaticas dos
feixes vasculares da nervura principal da folha,
peciolo e caule, ocorrem cristais de oxalato de célcio
na forma de drusas. Essas caracteristicas também
foram descritas por WEBBER (1938) e QUEIROZ-VOLTAN
(1995) em tecidos sadios de algodoeiro.

Externamente, as plantas infectadas
comparadas as sadias revelam folhas menores, com
bordos reflexos, nervuras clordticas e area foliar
reduzida (Figura 1). As folhas conglomeram-se
juntamente com as flores e frutos em conseqiiéncia do
encurtamento dos entrenés, reduzindo a altura da
planta. H4 também redugées no ndmero e no tamanho
dos frutos, evidenciando prejuizos em produtividade
e, consequentemente, econdmicos.

Uma alteracdo quimica no contetdo das
células do mesofilo foi observada quando se
compararam cortes anatdmicos de folhas sadias
(Figuras 2A, 2C e 2E) com folhas de plantas com a
doenga azul, obtidas a partir de 15 dias de aquisicao
e inoculagdo com o vetor virulifero (Figuras 2B, 2D e
2F). O corante reagia diferentemente nestas
amostras, formando um precipitado de coloragdo
azulada ou avermelhada no interior das células das
folhas infectadas, o qual era ausente nas sadias. Os
cloroplastos dos tecidos infectados mantiveram-se
integros na regido periférica das células do
parénquima palicadico e, em algumas células, eles
nao ficaram visiveis na regido central, havendo uma
forte reacdo do corante com o conteido celular
(Figura 2B).
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Figura 1. Gossypium hirsutum L. “"CNPA ITA 90’. A: planta infectada com a doencga azul proveniente do campo; B: plantas
desenvolvidas em casa de vegetagdo: a- planta sadia; b- planta infectada através de inoculacdo por afideo.

Porém, nas folhas provenientes de plantas
submetidas a inoculacdo com inseto vetor virulifero, por
um periodo de 48 horas (Figura 2G), bem como as
inoculadas por enxertia (Figura 2H), ndao ocorreram reagdes
tao intensas, sendo possivel visualizar a integridade dos
cloroplastos. Esta diferenca observada pode estar
relacionada com o estagio de avango da doenga.

O estudo do efeito causado pelos virus na
anatomia das plantas tem sido largamente investigado
em outras espécies com diversas doencas virais por
diversos autores (Esau, 1957; Esau, 1960a,b;
McWHORTHER, 1965; JENSEN, 1969; SHEPARDSON et. al.,
1980; Bokx, 1987), principalmente em relagdo ao
sistema vascular. Nesses trabalhos foram observados
diversos tipos de alteracdes, como: aumento no
acamulo de calose, hiperplasia das células,
hipertrofia do mesofilo, destrui¢ao dos cloroplastos,
degeneracdo do floema, actimulo anormal de amido,
colapso das células, necrose e presenga de inclusdes.
As inclusoes, visiveis ao microscépio 6tico, sdo
descritas como amorfas, paracristalinas, cristalina ou
a combinacao destas, podendo ocorrer nos tecidos do
floema, do xilema, no cértex, na epiderme e no
mesofilo de diferentes partes das plantas. As inclusdes
tém sido muito tteis na diagnose rapida de doengas
causadas por virus e na sua caracterizagdo (Esau,
1957; Esau, 1960a, McWHORTHER, 1965; CHRISTIE e
EpwARDsON, 1985).

Foi possivel observar ainda nos tecidos de
plantas infectadas, inclusdes com formato ovéide
alongado e afilados, principalmente na regido do
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floema (Figuras 3B e 3C), podendo ocorrer mais
raramente no xilema. Essas inclusdes foram
visualizadas nos tecidos do peciolo, da nervura
principal e do caule e assemelhavam-se as inclusodes
descritas por Esau (1960a). Tendo em vista a
caracteristica anucleada das células maduras do
floema, as estruturas observadas ndo eram ntcleos, e
estavam ausentes nas plantas sadias (Figura 3A). A
presenca de inclusdes no floema indica a provavel
presenca deste virus neste tecido.

As drusas, formas de cristais de oxalato de
calcio, estavam presentes em menores proporgoes
nas plantas sadias (Figura 2E), comparada com as
plantas com a doenga azul (Figura 2F e 3D). Os
cristais sdo produtos de reserva ou metabédlitos
resultantes das atividades celulares e parecem estar
relacionados com a resposta da planta a infecgdo
causada pelo patégeno, sendo observados também
em células parénquimaticas dos tecidos vasculares
de algodoeiro com o murchamento avermelhado
(QuEIROZ-VOLTAN, 1995).

Em plantas infectadas pelo virus da doenga
azul do algodoeiro também se constatou uma
concentragdo maior de calose (Figura 3F), comparada
as plantas sadias (Figura 3E). Este maior acimulo de
calose parece estar relacionado a infecgao do virus no
floema (Esau, 1977). A calose é um polissacarideo
aparentemente amorfo que, por hidrélise, produz
glicose. E um constituinte da parede nas areas
crivadas dos elementos crivados (Esau, 1977), porém
acumula-se anormalmente em tecidos infectados.
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Figura 2. Cortes transversais de folha de Gossypium hirsutum L. "CNPA ITA 90’. A: mesofilo sadio (150x); B: mesofilo
infectado, pulgado 15 dias (150x); C: nervura principal sadia (150x); D: nervura principal infectada, pulgdo 15 dias
(150x); E: nervura principal sadia (600x); F: nervura principal infectada, pulgao 15 dias (600x); G: limbo foliar, pulgdo
48h (600x); H: limbo foliar, enxertia (1000x). E= epiderme; Dr= drusa; F= floema; Fv= feixe vascular; Pc= parénquima
cortical; Pe= parénquima esponjoso; Pp= parénquima pali¢adico; X= xilema. As setas indicam as inclusdes.
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Figura 3. Cortes longitudinais de caule de Gossypium hirsutum L. "CNPA ITA 90’. A e E: sadio (2000x); B: infectado
(800x); C: infectado (2000x); D: infectado, drusas no floema (800x); F: infectado (2000x). C= calose; F= floema; In=
inclusdes; X= xilema.
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A metodologia de contagem de caloses em
cortes de tecidos de floema era uma técnica
recomendada na deteccdo do luteovirus em batatas
com PLRV na auséncia do ELISA (THOMAS e ZIELINSKA,
1983; Bokx, 1987).

As diferencas histo-patolégicas observadas
neste trabalho demonstram que as plantas de algodao
‘CNPA ITA 90" infectadas com a doencga azul revelam:
(1) maior acimulo de calose; (2) maior quantidade de
drusas; (3) os cloroplastos parecem estar integros na
regido periférica e (4) evidéncia de alteracdo quimica
no interior da célula do parénquima pali¢adico, e
inclusdes nos vasos do floema e, ocasionalmente, no
xilema. O acimulo de calose e a presenca de inclusoes
no floema indicam que este virus esteja relacionado
a esse tecido.

Desde 2002, Bonasic-Kresic et al. (2002) e
Takimvoro (2003) suspeitavam que o agente causal da
doenca azul fosse um virus da familia Luteoviridae,
com a infecgdo restrita ao floema, isto é, a replicacdo
das particulas virais somente ocorre neste tecido, onde
permanecem.

Posteriormente, CorRRrEA et al. (2005), através de
sequenciamento do RNA viral, indicaram a presenca
de um Polerovirus (familia Luteoviridae) associado a
doenca, para o qual propuseram o nome de Cotton
leafrol dwarf virus (CLRDV).

A recomendacdo para controle da doenca azul
do algodoeiro via barreira quimica feita com aplicagao
de inseticidas sistémicos, atuantes desde a fase inicial
da plantacdo até a maturidade (floracdo), encontra
sustentagdo, pois a relacdo de restricdo do virus a
células de floema estéd associada a dependéncia de o
inseto vetor reconhecer a planta de algoddo como
hospedeira.

Somente a partir desse reconhecimento é que
o pulgdo procede com as necessarias horas de
alimentacdo para a aquisi¢do, bem como para a
transmissao do virus, ficando assim mais vulneravel
a acdo inseticida sistémica da planta.
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