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RESUMO 

 

 A doença azul do algodoeiro, conhecida também como mosaico das nervuras 

f. Ribeirão Bonito, azulão, “Cotton blue disease” ou “enfermedad azul” tornou-se um 

dos principais problemas fitossanitários na cultura do algodão (Gossypium hirsutum 

L.) na maioria das regiões produtoras do Brasil.  Apesar da importância relativa que 

a doença apresenta, devido ao plantio escalonado de cultivares suscetíveis, são 

poucos os estudos da patologia e epidemiologia voltados à interação vetor-patógeno-

hospedeiro.  

Os primeiros relatos de transmissão do agente causal por afídeos apontaram a 

origem viral desta enfermidade, mas purificação e morfologia desse vírus não foram 

ainda relatadas, carecendo portanto, de informações básicas desse vírus.  

 Na busca de conhecimentos sobre a interação vírus-vetor-hospedeira, que 

contribuíssem para a patologia (identificação) e fitotecnia (resposta varietal), o 

presente trabalho, apresenta resultados de estudos realizados na área biológica, 

imunologica, molecular e anatômica. A hipótese de este vírus pertencer à família 

Luteoviridae também foi investigada em função de informações da literatura que 

indicam relação persistente e alta especificidade do vírus com o afídeo vetor Aphis 

gossypii, além de identidade sorológica com algumas estirpes de Barley yellow dwarf 

virus. 

Foi possível transmitir o vírus e reproduzir sintomas típicos da doença azul 

sob condições de casa-de-vegetação, através da (1) inoculação com o afideo vetor 

Aphis gossypii e (2) união de tecidos através da enxertia de haste infectada (doador) 

sob cavalo sadio (receptor) e vice-versa.  Utilizando escalas de notas para a 

sintomatologia das plantas de algodão inoculadas foi possível observar diferenças 

significativas entre as cultivares analisadas. 

 Nos testes biológicos de inoculação mecânica em plantas testes de algodão 

(mudas sadias da cultivar CNPA ITA 90), bem como de outras espécies (Datura 

stramonium L., Datura metel L.; Nicotiana tabacum L.; Gomphrena globosa L.) com 
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extrato tamponado de folhas de plantas de algodão infectadas, os resultados foram 

sempre negativos, o que é esperado para membros da família Luteoviridae.  

Os resultados biológicos de transmissão por A. gossypii e união de tecidos 

sustentam a identidade viral do agente causal da doença azul do algodoeiro.  A 

relação circulativa entre vírus e vetor foi evidenciada monitorando-se tanto os 

períodos de aquisição quanto os de inoculação, onde observou-se que foram 

necessários horas e não minutos  de alimentação para que a transmissão ocorresse. 

Avaliações da resposta antigênica com antissoros policlonais para Potato 

leafroll virus (PLRV), Beet western yellows virus (BWYV), Barley yellow dwarf 

virus (BYDV, estirpes PAV e MAV) e Sugarcane yellow leaf virus (ScYLV) não 

permitiram sustentar a identidade imunológica com essas espécies de luteovírus, 

ficando assim enfraquecida a hipótese de que o agente viral pertença à família 

Luteoviridae. Da mesma forma, testes moleculares utilizando a técnica RT-PCR com 

primers universais para o grupo luteovírus, ou para o PLRV, também não resultaram 

em nenhuma evidência de similaridade molecular com luteovirus. 

Comparações da anatomia fitopatológica feitas através de cortes de tecidos 

(folhas, pecíolos e caules), doentes e sadios, permitiram observar uma alteração 

química no conteúdo das células parênquimáticas do limbo foliar, a ponto de 

diferenciar o tecido infectado do sadio. Presença acentuada de drusas e inclusões nas 

células parenquimáticas e um maior acúmulo de calose nos vasos de floema foram 

marcantes, evidenciando uma provável relação do vírus com os tecidos do floema. 

 Os experimentos da resposta varietal à infecção realizados em casa-de-

vegetação mostraram-se tão eficientes quanto aos de campo, podendo ser sugerida 

sua utilização em trabalhos de melhoramento tendo em vista que a utilização de 

cultivares resistentes é extremamente eficaz no controle desta doença. 

Apesar de os resultados da anatomia fitopatológica indicarem associação com 

tecidos de floema, o que é uma característica da patologia dos membros da família 

Luteoviridae, os resultados negativos nos testes sorológicos e moleculares são fatores 

de seletividade fundamentais  que não permitem ainda pleitear alguma relação dessa 

família com o vírus estudado. 
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ABSTRACT 

 
Studies of the vector-pathogen-host relationship on Cotton blue disease 

 

 The Cotton blue disease, also known as Ribeirão Bonito vein mosaic or 

“enfermedad azul”, became one of the main phytossanitary problem in the main 

cotton (Gossypium hirsutum L.) producing regions of Brazil. 

Despite of the disease importance associated with successive cropping of 

susceptible cultivars, epidemiological studies toward vector-pathogen-host 

relationship have not been carried out intensively. The first reports on the 

transmission of blue disease  pointed out a virus as the causal agent, but so far no 

purification neither morphological studies have been reported lacking though basic 

etiological information regarding this virus.  

Aiming to investigate some basic aspects on  cotton blue disease pathology 

(identification) and cotton cropping system (cultivar response)  this work performed 

preliminary biological, immunological, molecular and anatomical studies which 

revealed some fundamental facts sustaining a complex vector-pathogen-host 

interaction.    Investigation on the hypothesis of a possible pathogen relationship with 

members of the Luteoviridae family were evaluated based on references reporting   a 

virus-aphid vector relationship of a  persistent type, with a high specificity for Aphis 

gossypii as a major insect vector. In addition, reports on positive serological 

relationship of the blue disease antigens with some Barley yellow dwarf virus strains 

was a major support toward investigation of the  Luteoviridae hypothesis.  

It was possible to transmit the virus and reproduce typical Cotton blue disease 

symptoms under green-house conditions by means of (1) inoculation with the aphid 

vector A. gossypii; and (2) tissue union through stem grafting from infected scion 

(donor) onto healthy rootstock and vice-versa. By using a numerical scale to grade 

symptoms on inoculated cotton test-plants of various cultivars, it was possible to 

verify significant differences on expression phenotype for this disease. 
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 Attempts to transmit mechanically the Cotton blue disease agent,  infected 

plant were leaf sap  extracted with conventional phosphate buffered solution to 

cotton test plants (seedlings of cv. CNPA ITA 90), as well as other species  (Datura 

stramonium L., Datura metel L.; Nicotiana tabacum L.; Gomphrena globosa L.). 

These tests were consistently negative, as it would be expected for members of the 

Luteoviridae family.   

Biological results of A. gossypii and graft transmissions of cotton blue agent 

sustain previous evidences for a viral identity of this disease. A circulative type of 

relationship between virus and aphid vector was recorded as time monitoring for 

either acquisition or transmission assays took usually hours rather than minutes for 

accomplishment.   

Attempts to evaluate cotton blue disease antigenic (ELISA) response for 

polyclonal antiserum from Potato leafroll virus (PLRV), Beet western yellows virus 

(BWYV), Barley yellow dwarf virus (BYDV, strain PAV and MAV), and Sugarcane 

yellow leaf virus (ScYLV), were consistently negative. Thereforore, immunological 

relationship among the studied virus with some of the most important luteovirus 

species could not be confirmed. These results weakened the Luteoviridae relationship 

hypothesis for the Cotton blue disease virus. Sustaining these evidences, molecular 

tests (RT-PCR) with universal primers for luteovirus group, plus a PLRV universal 

primer set, were also negative. 

The anatomy studies carried out with Cotton blue disease infected plants 

revealed some changes on chemical content of foliage limb parenchyma cell. These 

variations allowed differentiating between healthy and blue disease infected tissues. 

A remarkable presence of druses and inclusion bodies in parenchyma cells plus a 

callose accumulation in phloem tissues indicate a possible relationship of the studied 

virus with phloem cells, which is not an exclusive but a typical trait of luteoviruses. 

  The experiments on varietal response of Cotton blue disease by inoculation 

with   viruliferous aphids, under green-house conditions, reproduced in part the field 

response as expected for the same varieties considered in these studies. Therefore, 

screening for cultivars resistance to this virus can simulate under controlled 

conditions. 



 v

Although phytopathological anatomic studies indicated a distinct phloem 

relationship of the studied virus, which is a trait of infections caused by members of 

Luteoviridae family, the negative results from serological and molecular diagnoses as 

attempted here would not support yet an indication of the Cotton blue disease as a 

luteovirus. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A cultura do algodão (Gossypium spp.) tem importância mundial como fibra 

natural.  É uma das culturas mais antigas da humanidade (oito séculos antes de 

Cristo), sendo importantíssima na indústria têxtil, proporcionando conforto e beleza 

aos tecidos (Algodão no velho e no novo mundo, 1991). 

Com a Revolução Industrial, em meados do século XVII, deu-se início ao 

processo de mecanização da indústria têxtil na Inglaterra.  O desenvolvimento de 

máquinas cada vez mais ágeis tornou insuficiente a matéria-prima disponível.  A 

valorização da fibra fez com que diversos países como o Brasil, Estados Unidos e 

Egito iniciassem a sua produção (SANTANA, 1996). 

O algodão é a fibra de origem vegetal mais consumida pela indústria têxtil 

mundial e pela humanidade.  No Brasil continua sendo uma das mais importantes 

culturas, gerando milhares de empregos diretos e indiretos em toda a sua cadeia 

produtiva, onde só o crescimento da cotonicultura matogrossense promoveu a criação 

de 40.000 empregos diretos e 500.000 empregos indiretos e a criação de 167 

indústrias no Estado (Anuário brasileiro do algodão, 2001; MAEDA, 2003; SANTANA, 

1996).  Segundo o Levantamento Sistemático da Produção Agrícola de 2003, o 

algodão herbáceo (Gossypium hirsutum L.), é o mais cultivado, sendo que a área 

total plantada na safra de 2002 foi de 761.414 ha, tendo uma produção de 2.160.197 

toneladas com um rendimento médio de 2.851 kg/ha, sendo considerados os maiores 

estados produtores de algodão (em caroço): Mato Grosso (1.135.869 t), Goiás 

(294.690 t), Bahia (283.532 t), São Paulo (150.200 t), Mato Grosso do Sul (149.127 

t), Minas Gerais (78.262 t) e Paraná (66.197 t). 

A recente evolução da cultura do algodão no Brasil está associada à sua expansão 

para o Cerrado, fazendo com que os estudos se voltassem para cultivares com boas 

características quanto à aclimatização e também resistência à ramulose, uma doença 

de importância na região (BARBOSA, 2003; FREIRE, 1998).   

Avaliações feitas revelaram que cultivares nacionais não tinham resistência a esta 

doença e muito menos eram adequadas à colheita mecânica. A introdução de 

cultivares dos Estados Unidos e Austrália com adaptações à colheita mecânica, 
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particularmente DELTAPINE ITA 90 e CNPA ITA 90, apresentaram-se 

extremamente suscetíveis às viroses, principalmente ao mosaico das nervuras forma 

Ribeirão Bonito ou doença azul do algodoeiro (FREIRE, 1998).  Essas duas cultivares 

apresentavam bom comportamento para a ramulose, aliado à boa característica de 

fibra e de produção (FREIRE et al., 1999a). 

Esta moléstia, que até então não era problema, passou a ser levada em 

consideração uma vez que causou enormes prejuízos no Mato Grosso, Goiás, Minas 

Gerais, São Paulo, Paraná e no Paraguai (FREIRE et al. 1999a). 

 Os reflexos negativos foram sentidos com o aumento do custo da produção em 

função da incorporação do controle do pulgão (Aphis gossypii Glov.).  Este passou a 

ser visto como um vetor da doença azul e não mais como uma praga apenas, 

exigindo maiores cuidados quanto à relação número de pulgão para fins de controle 

(SANTOS, 1999).  Além disso, passou-se a diminuir os intervalos de aplicação, 

aumentando o período crítico para o seu controle. Esses cuidados maiores visam 

evitar a expansão da virose na lavoura. 

Apesar de pouco se saber sobre a doença, principalmente quanto ao 

comportamento do vírus no vetor/planta, bem como a caracterização do agente 

causal, as pesquisas têm recomendado como medida de controle, a utilização de 

cultivares resistentes ao vírus da doença azul do algodoeiro, sendo esta a forma mais 

prática, econômica e eficiente para controlá-la (ARAÚJO, 2000; CIA e FUZATTO, 

2000; SANTOS, 1999).  

A possibilidade de encontrar cultivares ou linhagens de algodoeiro com maior 

resistência ao vírus da doença azul já vem sendo estudada, onde se busca selecionar 

cultivares com características fitotécnicas iguais ou superiores as das duas cultivares 

referenciais. 

Face à demanda dos conhecimentos básicos da patologia da doença azul do 

algodoeiro, procurou-se neste presente trabalho, investigar alguns aspectos da relação 

vetor, patógeno e hospedeiro, entre eles: As respostas de diferentes cultivares e 

aspectos de transmissão, estudos sorológicos, moleculares e anatômicos.  Os 

conhecimentos gerados contribuem para direcionamento das pesquisas futuras em 

busca do controle desta importante virose. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1. O problema 

 

Uma das afirmativas mais expressivas da potencialidade do problema 

representado pela doença azul do algodoeiro foi feita por Costa, A. e Carvalho 

(1965) os quais previam que se a moléstia fosse de ocorrência generalizada no 

Estado como o vermelhão, tornaria a cotonicultura impraticável. 

Freire et al. (1999a) explicaram que o problema com a doença se deu quando 

houve uma substituição de cultivares existentes (IAC 20 e EPAMIG 4) por outras 

resistentes à ramulose, oriundas dos Estados Unidos e Austrália (CNPA ITA 90, 

DELTAPINE ACALA 90 e CS 50).  Os autores fizeram também um paralelo de 

perdas ocorridas com a doença no Mato Grosso (1992 e 1994), no Paraguai (1994), 

em Goiás e Minas Gerais na safra de 1997/98 e em São Paulo e no Paraná. 

Mais de 70% das cultivares plantadas no Cerrado são CNPA ITA 90 e 

DELTAPINE ACALA 90  que são suscetíveis às viroses, aumentando o potencial de 

inóculo desta doença (Pulgão é chave, 2000). 

Paiva (1998) recomenda o controle da população de vetor, tomando cuidado na 

escolha de cultivares. 

No Estado de Mato Grosso, estado que se planta mais da metade de sua área de 

algodão com a cultivar CNPA ITA 90, suscetível à doença azul, os produtores 

conhecem bem como enfrentar o problema e têm obtido produtividade recorde com 

esta cultivar.  Entretanto tem–se verificado, ao longo das safras, um aumento 

expressivo nos custos de produção, estando embutido nestes, o custo elevado no 

controle do pulgão (ARAÚJO, 2001). 

 

2.2. A Doença 
 

As doenças são importantes fatores limitantes na produção de algodão.  As 

doenças infecciosas são causadas por agentes bióticos, ou patógenos, incluindo 

bactérias, fungos, nematóides, vírus e fitoplasmas (BLASIGAME e PATEL, 2001). 
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As moléstias citadas por Cia e Salgado (1997) como sendo de importância no 

Brasil são: mosaico comum (Abutilon mosaic virus),  mosaico das nervuras ou 

doença azul, mosaico tardio (Tobacco streak virus), vermelhão (Cotton 

anthocyanosis virus), mancha-angular (Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum), 

murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum), murcha de 

Verticillium (Verticillium dahliae), “damping-off” (Rhizoctonia solani e 

Colletotrichum gossypii), ramulose (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides), 

nematose (Meloidogyne incognita), bronzeamento ou murchamento avermelhado. 

Durante os últimos 20 anos, a incidência e a distribuição das doenças causada 

por vírus e por agentes que causam sintomas semelhantes a vírus, fitoplasmas têm 

aumentado.  Com a monocultura sendo praticada em várias regiões e podendo ser 

praticada próxima de outras hortaliças, aumenta a ocorrência de novas doenças 

(BROWN, 2001). 

As viroses de algodão que ocorrem no mundo são: African cotton mosaic virus, 

Cotton anthocyanosis virus, Cotton blue disease, Cotton leaf crumple virus, Cotton 

leaf curl virus, Cotton yellow vein virus (BROWN, 2001).   

O mosaico das nervuras foi observado pela primeira vez no Estado de São 

Paulo em março de 1937, em campo de algodão plantado no Instituto Agronômico 

(COSTA, A. e FORSTER, 1938; GRIDI-PAPP et al., 1992). 

Verificou-se, na safra de 1962⁄63, na Fazenda Água Virtuosa, Município de 

Ribeirão Bonito, uma forma mais severa do vírus, com sintomas semelhantes ao 

mosaico das nervuras (COSTA, A., 1966; COSTA, A. e CARVALHO, 1965), sendo 

denominada forma “Ribeirão Bonito”, diferente do mosaico das nervuras comum 

(COSTA, A. e CARVALHO, 1965). 

O mosaico comum, o mosaico das nervuras, o mosaico tardio, o vermelhão e o 

mosaico das nervuras forma Ribeirão Bonito ocorrem com freqüência e importância 

variada em praticamente todas as regiões produtoras do Brasil (FREIRE, 1998) e, 

particularmente no Estado de São Paulo (GRIDI-PAPP et al., 1992). 

A doença azul do algodão foi relatada pela primeira vez na República Centro 

Africana (CAUQUIL e FOLLIN, 1983; DYCK, 1979). 

Halliwell e Cauquil (1981) comentam as grandes semelhanças nos sintomas das 

doenças encontradas nas Filipinas em 1963, na Tailândia e no Paraguai em 1977. 
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Foi detectada em diversas regiões da África: Tchad, República dos Camarões, 

Zaire, Benin, bem como na região da antiga União Soviética (Azerbaijão, 

Turquestão, Armênia), Filipinas, Tailândia e Paraguai (ARAÚJO, 2001; CAUQUIL, 

1977). 

A doença conhecida originalmente como “doença azul”, pode ter a mesma 

identidade da “blue disease”, relatada na África e posteriormente no Paraguai.  Existe 

uma grande semelhança entre os sintomas do mosaico das nervuras forma Ribeirão 

Bonito e a doença azul africana e paraguaia, bem como a transmissão semelhante 

(através do mesmo vetor), levando-se a crer que as mesmas sejam provocadas pelo 

mesmo patógeno, embora os agentes causais não tenham sido definitivamente 

identificados (ARAÚJO, 2001 comunicação pessoal)1. 

Em estudos feitos na Argentina concluiu-se que, em função das características 

de sintomatologia e forma de transmissão, o inseto vetor e o agente causal (vírus), o 

“maladie bleue” na África, o mosaico das nervuras Ribeirão Bonito no Brasil e o 

“enfermedad azul” (“mal de misiones”) na Argentina se referem à mesma moléstia 

(BONACIC et al., 199?). 

Observou-se que as plantas infectadas apresentam encurtamento dos entrenós, 

reduzindo o porte da planta; há uma redução no tamanho das folhas, ficando com as 

nervuras pálidas, com margens voltadas para baixo, conglomerando-se juntamente 

com as flores; há redução no número e no tamanho dos capulhos produzidos. O 

mosaico fica mais visível olhando-se contra a luz (CIA e FUZATTO, 1999; COSTA, A., 

1966; COSTA, A. e CARVALHO, 1965; LENARDON, 2003, comunicação pessoal2; 

PASSOS, 1977).  É interessante registrar que no Estado de Chaco na Argentina, 

importante região produtora de algodão, não se observou coloração azulada em 

plantas infectadas.  Observaram também avermelhamento das margens das folhas e 

dos pecíolos (LENARDON, 2003, comunicação pessoal)3. 

A incidência do mosaico das nervuras forma Ribeirão Bonito, provoca 

diminuição de até 80% do porte da planta, podendo causar completa esterilidade da 
                                                           
1 ARAÚJO, A.E. de.  Re: Doença Azul.  Mensagem recebida por <ju_taki@bestway.com.br> em 22 
Maio 2001. 
2 LENARDON, S.  Cotton virus disease.  Mensagem recebida por <ju_taki@yahoo.com.br> em 08 
Maio 2003. 
3 Ibid. 
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planta (ARAÚJO, 2001; CIA e FUZATTO, 1999 GRIDI-PAPP et al., 1992; SILVA et al., 

1995).  Em infecções tardias, Brown (1992) afirma que praticamente nenhuma perda 

ocorre, considerando ser este um comportamento em resposta a uma tolerância 

mínima para suportar a replicação do vírus e também devido ao metabolismo da 

planta madura tornando-as menos suscetíveis a danos.  

Os sintomas são mais severos quanto mais cedo é o ataque, a planta com cerca 

de 50 dias pós-germinação resulta em perda total da produção (em cultivares 

suscetíveis); já com cerca de 100 dias pós-germinação as perdas giram em torno de 

15-50%.  O “blue disease” causa queda na qualidade da colheita, causando redução 

no comprimento da fibra e da sua resistência; diminui a quantidade e tamanho de 

capulhos e o índice de sementes (CAUQUIL e FOLLIN, 1983). 

 

2.3. A Família Luteoviridae 

 

Baseando-se em estudos feitos na Argentina, por Lenardon apud Bonacic et al. 

(199?)4 levantou-se a hipótese do vírus da doença azul do algodoeiro ser um 

luteovírus.  Buscou-se, então, estudar sua relação sorológica com alguns vírus da 

mesma família e realizar testes moleculares utilizando primers específicos para 

PLRV e universais para luteovírus (SOUZA-DIAS et al., 1999, 2001; ROBERTSON et al. 

1991).  

A denominação deste grupo é derivada do latim “luteus”, que significa 

amarelo, devido os sintomas de amarelecimento causados pelos seus membros em 

suas plantas hospedeiras (HULL, 2002; MARTIN et al., 1990; WATERHOUSE et al., 

1988).  São agrupados em três gêneros: Luteovirus, Polerovirus e Enamovirus, 

diferindo-se pela organização do genoma (HARRISON, 1999; HULL, 2002).  Eles 

causam sintomas típicos de enrolamento, avermelhamento ou amarelecimento das 

folhas e a paralisação do crescimento, confundindo-se muitas vezes com deficiências 

nutricionais, danos causados por insetos ou por queda de temperatura.  Além disso, 

outras características dificultaram sua descoberta e seu estudo mais aprofundado: o 

tamanho das suas partículas que se confunde com os ribossomos da planta; a 
                                                           
4 BONACIC, I. et al.  Informe sobre Enfermedad Azul del Algodonero enla República Argentina 
(Resumen) [on line]. Argentina: INTA, [199?].  Disponível na Internet: <http://saenzpe.inta.gov.ar/ 
Fito/enf_azul.htm> Acesso em: 05 de maio de 2002. 
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colonização dos tecidos do floema (WATERHOUSE et al., 1988); ocorrência em baixa 

concentração (BARKEY e HARRISON, 1986; SOUZA-DIAS e SLACK, 1987; 

WATERHOUSE et al., 1988); e a não transmissão mecânica (FIGUEIRA, 1997; 

HARRISON, 1999; MILLER e RASOCHOVÁ, 1997; WATERHOUSE et al., 1988).  A 

dificuldade de sua descoberta fez com que somente em 1975, o “International 

Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV) reconhecesse os luteovírus como um 

grupo à parte (SHEPERD et al., 1976 apud FIGUEIRA, 1997)5. 

Uma característica típica dos vírus pertencentes a esse grupo é a sua alta 

especificidade com o vetor, tendo uma ou pouca espécies de afídeos capazes de 

transmiti-los (WATERHOUSE et al., 1988).  A transmissão dos membros dessa família 

se dá através de afídeos vetores, sendo esta de maneira persistente, circulativa e não 

propagativa.  A característica não propagativa refere-se à relação biológica entre o 

vírus e o vetor, onde o vírus se replica apenas na planta hospedeira (HULL, 2002; 

HARRISON, 1999; HERRBACH, 1999; SMITH, 1968). 

Como regra, após a aquisição, os afídeos vetores são capazes de transmitir as 

partículas virais por um período de semanas, onde estas passam pela parede do 

intestino, indo em direção a hemolinfa e retornando para as glândulas salivares, 

tornando-os infectivos (COSTA, C., 1998).  A participação de bactérias simbióticas 

endógenas, Bruchnera sp., parecem explicar a relação vírus-vetor tanto a 

especificidade existente entre gêneros de luteovírus e espécies de afídeos vetores, 

como também a persistência da capacidade vetora sem que haja multiplicação ou 

alimentação em hospedeiras (VAN DER HEUVEL et al., 1994 apud HARRISON, 1999)6. 

Os vírus pertencentes ao “yellow’s group” são, em geral, restritos aos tecidos 

do floema, sendo difíceis de transmitir mecanicamente (ESAU, 1961).  Os luteovírus, 

tendo restrição quanto ao local de replicação na planta hospedeira, torna os afídeos, 

vetores ideais (HERRBACH, 1999). Os membros deste grupo são restritos às células do 

floema (JENSEN, 1969) e às células companheiras (SHEPARDSON et al., 1980). 
                                                           
5 FIGUEIRA, A.R.  Grupo luteovírus: parte 1.  In: LUZ, Q.C. (Ed.).  Revisão Annual de Patologia de 
Plantas, Passo Fundo, 1997. v.5, p.2. 
6 HARRISON, B.D.  Steps in the Development of Luteovirology.  In: SMITH, H.G.; BAKER, H.  The 
Luteoviridae.  Wallingford: CABI Publ., 1999. p.5. 
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O Barley yellow dwarf virus é um membro típico do gênero Luteovirus da 

família Luteoviridae, caracterizando-se por causar diminuição do porte da planta, 

encurtamento dos entrenós, perda da coloração verde das folhas, tornando-se 

amareladas ou avermelhadas, quebradiças e mais eretas, provocando a esterilidade e 

falha na formação de grãos, diminuindo o número e o peso das espigas (FIGUEIRA, 

1997; ROCHOW e DUFFUS, 1981). 

Normalmente, o tempo de aquisição das luteoviroses é de várias horas, seguido 

por um período de latência de no mínimo 12 horas, sendo transmitido por um período 

de inoculação de 15-30 minutos.  É capaz de transmitir por vários dias (HULL, 2002). 

Para uma transmissão eficiente dos luteovírus, recomendam-se períodos de 24 horas 

de aquisição e inoculação (WATERHOUSE et al., 1988).   

Suas partículas são isométricas com diâmetro de 25-28 nm, seu genoma é de 

fita simples de RNA senso positivo.  Há relação sorológica entre a maioria de seus 

membros (FIGUEIRA, 1997; ROCHOW e DUFFUS, 1981; WATERHOUSE et al., 1988). 

 

2.4. O agente etiológico 

 

As primeiras evidências de que a doença azul do algodoeiro era de caráter viral 

foram obtidas por Cauquil e Vaissayre (1971) em ensaios de transmissão feitos com 

o Aphis gossypii que foi caracterizado como único vetor natural conhecido.   

A partícula viral do mosaico das nervuras não foi ainda identificada (ARAÚJO, 

2001; COSTA, A., 1966; CIA e SALGADO, 1997; PAIVA, 1998).  Quanto ao “blue 

disease”, ainda não houve tentativas de isolar ou caracterizar o agente causal 

(BROWN, 1992).  Porém, alguns estudos feitos indicaram a possibilidade de ser um 

luteovírus (BONACIC et al., 199?; LENARDON, 2003, comunicação pessoal7).  A 

sorologia foi empregada nestes estudos, onde dois  antissoros  de  vírus  pertencentes  

à  família  Luteoviridae foram testados: PLRV (Potato leafroll virus) e BYDV 

(Barley yellow dwarf virus) estirpes PAV e RPV, onde se obtiveram resultados 

positivos para o BYDV-RPV e BYDV-PAV (LENARDON, 2003, comunicação 

pessoal)8. 
                                                           
7 LENARDON, 2003, loc. cit. 
8 Ibid. 
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Observou-se que o tempo mínimo para que a planta começasse a expressar os 

sintomas era de 45 a 50 dias após a inoculação, reconhecendo a viabilidade de 

experiências com estudos de cultivares pela avaliação dos graus de tolerância através 

do tempo de expressão de sintomas (CAUQUIL e VAISSAYRE, 1971). 

Os resultados indicaram que a transmissão é do tipo persistente, isto é, o vetor é 

capaz de reter durante período prolongado o vírus, infectando várias plantas 

(CAUQUIL e FOLLIN, 1983; COSTA, A., 1966; COSTA, A. e CARVALHO, 1965), sendo a 

severidade maior da doença quando a infecção ocorre no início do desenvolvimento 

da planta (SANTOS, 1999). 

Segundo Araújo (2001), pouco se sabe ainda a respeito do comportamento do 

vírus na planta de algodão; desconhecendo-se ainda a ocorrência ou não da 

multiplicação na cultivar resistente, especialmente não apresentando sintomas. 

 

2.5. Hospedeiras 

 

Experimentalmente, Costa, A. (1966) observou que algumas plantas eram 

hospedeiras do vírus, mas não apresentaram sintomas (Malva parviflora e 

Malvastrum coronandelianum).  O mesmo autor levantou a hipótese do vírus 

causador da moléstia permanecer de uma safra para outra em soqueiras de algodão, 

em plantas nativas ou em outras malváceas, cultivadas ou da vegetação espontânea. 

Cauquil (1977) não tinha conhecimento de nenhuma hospedeira do “maladie 

bleue” ou moléstia azul da África. 

Em estudos de transmissão experimental utilizando Aphis gossypii, Cauquil e 

Follin (1983), não observaram sintomas da doença azul em plantas da família 

Malvaceae, Solanaceae, leguminosas e gramíneas invasoras. 

É possível que a doença ocorra em plantas de outras famílias, mas são 

necessários experimentos adicionais, envolvendo inoculação e re-inoculação de uma 

ampla variedade de plantas testes utilizando plantas suscetíveis de algodão como 

planta indicadora (BROWN, 1992).  
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2.6. Transmissão 

 

 O procedimento de transmissão de vírus é fundamental para o estudo de 

doenças viróticas (WALKEY, 1991). 

 

2.6.1. Vetor 

 

É uma das primeiras pragas que surgem logo após a emergência do 

algodoeiro é o Aphis gossypii Glover.  Sua cor varia do amarelo claro ao verde 

escuro. Vive sob as folhas mais novas, tendo uma enorme capacidade reprodutiva 

por partenogênese telítoca. A população aumenta rapidamente, provocando escassez 

de alimento e surgimento de formas aladas que buscam outras plantas para reiniciar a 

colônia (GALLO et al., 1988, 2002; RADCLIFFE, 2001). 

Santos (1999), a respeito do pulgão, diz que o seu ciclo se completa em 

aproximadamente 10 dias, sendo o seu ataque mais severo dos 30 aos 70 dias de 

germinação da planta. 

Em condições favoráveis de calor e umidade, no espaço de 7 dias, a 

população aumenta consideravelmente, incidindo nas plantas logo após a sua 

emergência, inicialmente em reboleiras, porém, se não forem controlados, ocupam 

toda a lavoura.  Cada fêmea vivípara é capaz de reproduzir de 6-8 ninfas por dia, tem 

uma vida média de 15-20 dias e um poder reprodutivo de 100-120 descendentes.  O 

Aphis gossypii é uma das pragas mais importantes no algodão, devido à freqüência 

de ataques; sendo encontrado em todas as regiões algodoeiras inclusive em outros 

países, atuando como praga e como transmissor (vetor) tanto do vermelhão como do 

azulão (PASSOS, 1977; SANTOS, 1999). 

Verificou-se a transmissão da moléstia pelo pulgão Aphis gossypii Glover e  

não transmissão da mesma pelo Myzus persicae Sulz., Aphis rumicis L., A. 

coreopridis (Thos.), Macrosiphum ambrosiae (Thos.) (COSTA, A.,1966; COSTA, A. e 

CARVALHO, 1965), Bemisia tabaci Gen., Hemitarsonemus sp. e Empoasca spp. 

(CAUQUIL e FOLLIN, 1983; CAUQUIL e VASSAYRE, 1971).  

Cauquil e Vaissayre (1971) obtiveram êxito de 60-100% na transmissão da 

moléstia azul na África com o pulgão Aphis gossypii.  Lenardon (2003, comunicação 
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pessoal)9 conseguiu transmitir eficientemente o vírus utilizando essa mesma espécie 

para plântulas sadias, produzindo os sintomas esperados. 

Há relatos de que a relação vírus-vetor desta doença é do tipo persistente, 

sendo o vetor capaz de reter durante período prolongado o vírus infectando várias 

plantas (CAUQUIL e FOLLIN, 1983; COSTA, A., 1966; COSTA, A. e CARVALHO, 1965). 

 

2.6.1.1. Relação vírus-vetor 

 

O tipo de relação vírus-vetor pode ser separado em três tipos: não 

persistente ou estiletar, semi-persistente e persistente ou circulativo, sendo que os 

vírus de relação persistente são divididos quanto a sua replicação no vetor em 

propagativo (que se multiplica no inseto) e não-propagativo (que não se multiplica 

no inseto) (MATTHEWS, 1991; SMITH, 1968; SYLVESTER, 1969). 

 Segundo Costa, C. (1998), o termo não circulativo é uma sinonímia de 

estiletar.  Esta relação engloba a transmissão não-persistente e semi-persistente.  Já a 

relação circulativa pode ser propagativa ou não. 

As viroses de relação não circulativa se caracterizam por necessitar de um 

curto período de alimentação para a aquisição e a transmissão do vírus (alguns 

segundos), aumentando a probabilidade de transmissão quando se alimenta logo após 

a aquisição (SYLVESTER, 1969).  Estes vírus, provavelmente, encontram-se nas 

células da epiderme, onde um período prolongado de alimentação dificultaria o 

acesso às mesmas, explicando também o fato da facilidade de transmitir 

mecanicamente (SMITH, 1968); perdem rapidamente a sua efetividade após a 

aquisição (MATTHEWS, 1991; SYLVESTER, 1969).  

Os vírus de relação circulativa caracterizam-se por ter uma correlação 

positiva quanto ao período de aquisição e de inoculação e a probabilidade de 

transmissão do vírus (SYLVESTER, 1969). Normalmente, estes vírus, estão localizados 

nas células do floema ou próximo delas (SMITH, 1968); há uma alta especificidade 

vírus-vetor, sendo transmitido por uma ou poucas espécies (MATTHEWS, 1991).   

Já a relação circulativa não propagativa (semi-persistente) apresenta 

características intermediárias entre não circulativa (estiletar) e circulativa 
                                                           
9 LENARDON, 2003, loc. cit. 
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propagativa (persistente), onde o vírus não circula no vetor, podendo levar no 

mínimo 30 minutos para ser adquirido, sendo a sua transmissão mais eficiente em 

período de aquisição de várias horas. Geralmente o inseto é capaz de retê-lo por 3 a 4 

dias neste caso, o período de jejum não aumenta a eficiência de transmissão e a sua 

localização está restrita às células do floema (HULL, 2002; WALKEY, 1991).  

Exemplos clássicos são os caulimovírus (PIRONE e BLANC, 1996; BLANC et al., 2001 

apud HULL, 2002)10 e os closterovírus (RACCAH et al., 2001 apud HULL, 2002)11. Os 

primeiros são encontrados em vários tipos de células, já os segundos são encontrados 

particularmente no floema (HULL, 2002). 

Os vírus de relação circulativa propagativa têm período de latência mais 

longo que os semi-persistentes, podendo, em alguns casos, transmitir para a sua 

progênie.  O período de latência refere-se ao período necessário para que o vetor 

torne-se infectivo, sendo capaz de transmitir o vírus (COSTA, C., 1998). 

 

2.6.2. Enxertia 

 

A enxertia é uma prática horticultural antiga, que consiste na propagação 

vegetativa.  Em virologia esta prática é utilizada na transmissão de vírus entre 

plantas, sendo útil, principalmente, no estudo de vírus de difícil transmissão 

(WALKEY, 1991).  Com a união de tecidos entre o cavalo e o enxerto, estando uma 

das partes infectada, a transmissão ocorrerá para a parte sadia (MATTHEWS, 1991; 

WALKEY, 1991).  A transmissão por enxertia, juntamente com a ausência do 

patógeno visível sob microscopia óptica, tem sido um indicador que determinada 

moléstia tem como agente causal um vírus (MATTHEWS, 1991). 

Por enxertia, houve resultados positivos (80%) quando copas sadias foram 

enxertadas pelo sistema de garfagem em cavalos e negativos com o uso de cavalos 

sadios e copas doentes (CAUQUIL e VAISSAYRE, 1971; HALLIWELL e CAUQUIL, 

1981).    Já os estudos feitos por através de enxertia de gemas foram bem sucedidos 

nas duas direções (DICKY, 1979). 

 
                                                           
10 HULL, R.  Transmission 1: by invertebrates, nematodes and fungi.  In: Matthews’ Plant Virology.  
San Diego: Academic Press, 2002. p.499. 
11 Ibid. 



 13

 

2.6.3. Inoculação Mecânica 

 

A inoculação mecânica é largamente utilizada para transmissão em 

laboratório a fim de isolar vírus trazidos do campo, transmiti-los em hospedeiras 

indicadoras, manter fontes de inóculo, estudar os sintomas causados pelo agente viral 

em diferentes espécies hospedeiras e testar a sua infectividade (WALKEY, 1991).  

Em estudos de infectividade é importante avaliar diferentes concentrações de 

inóculo, pois cada vírus se comporta de forma diferente (WALKEY, 1991).  Alguns 

fatores podem afetar a curva de diluição, como: presença de inibidores no inóculo, 

estado de agregação do vírus, necessidade de mais de uma partícula de vírus, 

alteração na suscetibilidade das plantas-teste durante a inoculação (MATTHEWS, 

1991). 

Até o presente, os resultados obtidos foram negativos via inoculação 

mecânica de algodão para algodão (CAUQUIL e FOLLIN, 1983; CAUQUIL e 

VAISSAYRE, 1971; HALLIWELL e CAUQUIL, 1981; WATKINS, 1981). 

 

2.6.4. Solo e Semente 

 

Não há relatos que esta virose se transmita através do solo ou semente 

(CAUQUIL e FOLLIN, 1983; CAUQUIL e VASSAYRE, 1971). 

 

2.7. Técnicas de diagnose 

 

2.7.1. Sorologia 

 

O método DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) consiste na utilização de anticorpos para a detecção do 

antígeno, permitindo avaliação da presença de partícula viral em amostras de plantas 

infectadas.  O ELISA é uma técnica sensível para detecção de vírus que ocorrem em 

baixa concentração, particularmente os luteovírus que são restritos ao tecido vascular 

(D’ARCY et al., 1999). Sabendo que há uma relação antigênica próxima entre vírus 

pertencentes à família Luteoviridae (ROCHOW e DUFFUS, 1981) e tendo em vista 
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estudos serológicos anteriormente feitos com a doença azul do algodoeiro revelaram 

resultados positivos utilizando-se antissoros para BYDV (PAV e RPV) (BONACIC et 

al., 199?; LENARDON, 2003, comunicação pessoal12), utilizou-se, neste trabalho, esta 

mesma técnica para verificar a relação sorológica entre a doença azul do algodoeiro e 

antissoros de alguns outros luteovírus conhecidos.   

Entre os luteovírus presentes no Brasil, tem sido reportado o BYDV em 

lavouras de cereais (SHONS et al., 1999, 2003). O PLRV é um dos mais disseminados 

vírus da família Luteoviridae em solanáceas cultivadas no estado de São Paulo e 

Paraná (SOUZA-DIAS et al., 1993).  Sintomas de BWYV em batata (Solanum 

tuberosum L) podem se assemelhar muito com a infecção pelo PLRV, apesar deste 

vírus não estar presente em batatais no Brasil (FONSECA et al., 1994; SOUZA-DIAS et 

al., 1994). 

 

2.7.2. Molecular 

 

A viabilidade e facilidade de seqüenciamento têm resultado no grande 

aumento do conhecimento de seqüências completas de RNA de viroses de batata de 

vários grupos taxonômicos como o Potato virus X (PVX, Potexvirus) (HUISMAN et 

al, 1992), Potato virus Y (PVY, Potyvirus) (ROBAGLIA et al, 1989), Potato virus M 

(PVM, Carlavirus) (ZAVRIEV et al, 1991), Potato leafroll virus (PLRV, Luteovirus) 

(MAYO et al, 1989; VAN DER WILK, 1989) e Tobacco rattle virus (TRV, Tobravirus) 

(CORNELISSEN et al., 1986; HAMILTON et al., 1987). Este conhecimento possibilita a 

identificação de seqüências de oligonucleotídeos através de primers específicos de 

um vírus que iniciam a amplificação de fragmentos de DNA do genoma do vírus 

através da enzima DNA polimerase, a qual catalisa a adição de 

desoxirribonucleotídeos ao terminal 3´-OH de um primer anelado em um sítio 

homólogo ao DNA do genoma do vírus, realizando a síntese da fita complementar na 

direção 5’-3’. A etapa de síntese pode ser repetida pelo aquecimento dos novos 

fragmentos de DNA sintetizados para separar as fitas e esfriamento para permitir os 

primers se anelarem a suas seqüências complementares. Este processo repetido várias 

vezes facilita a detecção da presença de vírus pela técnica de amplificação de 
                                                           
12 LENARDON, 2003, loc. cit. 
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seqüências específicas de DNA ‘in vitro’ conhecida como PCR (Polymerase Chain 

Reaction), assim nomeada por Mullis et al. (1987). Esta técnica vem sendo utilizada 

com sucesso na detecção de vírus pela sensibilidade e facilidade de execução 

(D’ARCY et al., 1999).  

A eficácia do PCR na detecção de luteoviroses foi verificada por Robertson et 

al. (1991), onde os primers Lu1 e Lu4 mostraram-se extremamente eficientes na 

detecção dos principais luteovírus: Potato leafroll virus, Beet western yellows virus, 

Barley yellow dwarf virus (estirpes RPV, MAV e PAV).  A técnica empregada pelo 

autor foi o RT-PCR, onde é feita uma cópia de fita de DNA a partir de uma 

transcrição reversa da fita de RNA.  Da mesma forma, estudos foram realizados com 

o Potato leafroll virus, onde os primers 3 e 4 foram utilizados com sucesso por 

Souza-Dias et al. (1999, 2001) na detecção de diversos isolados deste vírus em 

batata. 

 

2.8. Alterações anatômicas relacionadas à infecção por fitopatógenos 

 

O estudo do efeito causado pelos vírus na estrutura das plantas foi largamente 

investigado, principalmente em relação ao sistema vascular.  Observaram-se diversos 

tipos de alterações, como: aumento no acúmulo de calose, hiperplasia das células, 

hipertrofia do mesofilo, destruição dos cloroplastos, degeneração do floema, 

acúmulo anormal de amido, colapso das células, necrose, presença de inclusões 

(BOKX, 1987; ESAU, 1948, 1957, 1958, 1960a, 1960b; ESAU e CRONSHAW, 1967; 

JENSEN, 1969; MCWHORTHER, 1965; SHEPARDSON et al., 1980). 

O tecido do floema transloca produto fotossintético proveniente das folhas 

maduras, principalmente em direção às regiões de desenvolvimento e regiões de 

armazenamento, inclusive as raízes.  As células do floema que conduzem os açúcares 

e outros materiais orgânicos através da planta são chamados de elementos crivados, 

com células companheiras.  Os elementos crivados são as células mais especializadas 

do floema, sendo a sua principal característica morfológica as áreas crivadas 

(pontuações modificadas) e suas paredes. Os elementos de seiva maduros perdem 

muitas estruturas comumente encontradas em células vivas, incluindo as células 

indiferenciadas das quais são formados.  Por exemplo, eles perdem seus núcleos e 
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tonoplasto durante o seu desenvolvimento.  Microfilamentos, microtúbulos, 

complexo de Golgi e ribossomos também são ausentes nas células maduras. O estado 

anucleado pode estar relacionado com a especialização da célula na rápida condução 

longitudinal dos fotossintetizados. Além dos elementos crivados, o tecido do floema 

possui células de esclerênquima, fibras e esclerídeos que têm como função a 

sustentação e às vezes reserva e também células de parênquima que possuem a 

função de reserva e translocação de substâncias alimentícias. (ESAU, 1961; TAIZ e 

ZEIGER, 1998). 

A calose é um carboidrato, β-1,3-glucan, presente nos filamentos de conexão 

das áreas crivadas.  De início forma uma camada delgada ao redor do feixe, mas a 

medida que os elementos crivados envelhecem, mais acumula-se. Quando o 

filamento de conexão se oblitera, o elemento crivado torna-se dormente ou morre, 

formando um calo. A presença deste carboidrato parece estar relacionada também 

com a proteção das células contra a perda de conteúdo sob a influência de um ou 

outro tipo de distúrbio biótico ou abiótico.  A sua visualização é possível colorindo 

com o azul de anilina devido à sua característica de fluorescência com este corante 

(ESAU, 1961, 1977; TAIZ e ZEIGER, 1998).  

Em tecidos infectados por vírus também são visíveis, sob microscopia óptica, 

estruturas denominadas inclusões que podem ser amorfas, paracristalinas, cristalina 

ou a combinação destas, podendo ocorrer nos tecidos do floema, xilema, no córtex, 

na epiderme, no mesofilo nas diferentes partes da planta. As inclusões têm sido 

muito úteis na diagnose rápida de doenças causadas por vírus e na sua caracterização 

(CHRISTIE e EDWARDSON, 1985; ESAU, 1957, 1960b; MCWHORTHER, 1965). 

As folhas delgadas do algodoeiro apresentam um mesofilo diferenciado em 

parênquima paliçádico e esponjoso. O tecido paliçádico localiza-se na face superior 

ou adaxial da lâmina e o parênquima lacunoso na face inferior ou abaxial, sendo esta 

organização denominada dorsiventral. As células paliçádicas longas ocupam 

aproximadamente de um terço à metade da espessura da lâmina. O mesofilo é 

caracterizado pela abundância de cloroplastos, responsáveis pelo processo de 

fotossíntese e também pela presença de glândulas lisígenas (ESAU, 1977) que contém 

gossipol predominantemente (CHAN et. al. ,1983). Os estômatos, presentes nas duas 

epidermes, são mais numerosos na face abaxial. 
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Segundo QUEIROZ-VOLTAN (1995), na região das nervuras, as células abaixo 

da epiderme são colenquimatosas e, envolvendo o feixe vascular, ocorre um tecido 

parenquimatoso. Os feixes vasculares são colaterais, semelhantes ao arranjo 

encontrado no pecíolo. Encontram-se nectários extraflorais na superfície abaxial da 

nervura principal da folha.  Drusas, provavelmente de cristais de oxalato de cálcio, 

também estão presentes no parênquima dos feixes vasculares. 

 

2.9. Métodos de Controle 

 

Os métodos culturais de controle recomendados para a doença azul são: a 

erradicação total de campos infectados; eliminação de plantas invasoras que possam 

servir de hospedeiras para o afídeo vetor; evitar a infecção nos estádios iniciais de 

desenvolvimento; aplicação de fertilizantes que promove vigor e combate os efeitos 

causados por esta moléstia (BROWN, 1992; 2001).   

A população do pulgão deve ser mantida baixa (CIA e SALGADO, 1997), 

utilizando controle rigoroso do inseto vetor com inseticidas para a redução da 

incidência e da severidade causada pela doença azul (CAUQUIL e FOLLIN, 1983; 

CAUQUIL e VAISSAYRE, 1971). 

A expansão da cotonicultura mecanizada e altamente tecnificada provocou a 

demanda por cultivares mais produtivas e adaptadas a este novo sistema (Anuário 

brasileiro do algodão, 2001).  As cultivares como DELTAPINE ACALA 90 e CNPA 

ITA 90 foram introduzidas em razão do alto potencial produtivo, alta qualidade de 

fibras, produtividade e rendimento, porém a alta suscetibilidade às viroses, 

principalmente à doença azul, fez com que esta atividade se tornasse de alto risco 

devido aos maiores custos de produção em função do controle do vetor (AGUIAR, 

2000; FREIRE et al., 1999a).   Inicialmente, quando a incidência desta virose era 

baixa, controlou-se facilmente através de produtos químicos, porém, tornou-se cada 

vez mais inviável o seu controle (aumento dos custos e dos riscos) (SANTOS, 2000). 

Com o advento de novas cultivares resistentes às viroses, o seu controle passou 

a ser mais ecológico, considerado um método prático, econômico e eficiente no 

controle de doenças (CIA e FUZATTO, 2000; SANTOS, 2000).   Os atuais programas de 
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melhoramento genético visam a obtenção de cultivares resistentes, de alta qualidade 

e produtividade. 

 Degrande (2000) recomenda o uso de cultivares resistentes, mesmo que haja 

redução na produtividade, pois são compensadas pela redução nos custos de 

produção e redução da preocupação do produtor quanto a perda na produtividade 

pelo cultivo de materiais suscetíveis.  Diversos estudos têm caminhado neste sentido, 

avaliando diversas cultivares/linhagens quanto a sua resistência múltipla às doenças, 

seu potencial produtivo e adaptabilidade às principais regiões produtoras desta fibra 

(FREIRE et al., 1999b; LANZA et al., 1999; CASSETARI-NETO et al., 2001; ANDRADE et 

al., 1999).  

Em avaliações de campo feitas por Lanza et al. (1999), observou-se a maior 

incidência de viroses nas cultivares e linhagens DELTAPINE ACALA 90, IAC 22, 

MG-9433, MG/UFU-880264 e MG-89770 comparada com as demais (HD Precoce 

1, HD Precoce 2, EPAMIG  Precoce 1 e MG-9375). 

A cultivar DELTAPINE ACALA 90 e a linhagem MG/UFU-91202 mostraram-

se altamente suscetíveis diferindo estatisticamente das demais: CNPA ITA 96, 

ANTARES, CNPA 7H, EPAMIG PRECOCE 1, IAC 96/280, OCEPAR 94-550, 

OCEPAR 94-276, DELTAOPAL, DP 4025, DP 4029, IAC 96/319, MG/UFU-

910450, OCEPAR 95786, IAPAR 97192, IAPAR 97141, COODETEC 401 

(ANDRADE et al., 1999).  Este mesmo autor recomenda as cultivares DELTAOPAL e 

ANTARES devido às incidências de ramulose e da doença azul. 

Estudo feito por Freire et al. (1999b) quanto à influência da população de 

pulgões sobre a incidência da virose, concluiu que as cultivares BRS ANTARES, 

BRS FACUAL, BRS ITA 96 e linhagens MT 94-151 e MT 95/122, 793 e 773 

possuem resistência à esta virose.  Em um outro trabalho, Freire et al. (1999c), 

observaram que as cultivares DELTAPINE ACALA 90, CNPA ITA 90 e CNPA 93-

15 se destacaram em suscetibilidade comparadas com OCEPAR 96-276, IAC 96-

280, CNPA 7H, BRS ANTARES, DELTAOPAL, EPAMIG PRECOCE-1, IAC 96-

319, DP 4025, BRS ITA 96, OCEPAR 94-550, DP 4049, CNPA 94-151, CNPA 94-

773, CNPA 95-743, CNPA 95-122, BRS ITA 96, BRS FACUAL, COODETEC 401, 

CNPA TB 90, CNPA 87-33, CNPA 86-1190-5, EPAMIG 4, EPAMIG 5 PRECOCE 
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1, CNPA 96-40, CNPA 96-36, CNPA 96-39, CNPA 93-15, CNPA 96-12, CNPA 

TB-15, CNPA TB-80, CNPA PRECOCE 2, CNPA ITA 94-151. 

Cassetari-Neto et al. (2001), concluíram que as cultivares CNPA ITA 90, 

FIBERMAX 966, ACSI-39 e ACSI-11 apresentaram sintomas de mosaico das 

nervuras.  A cultivar BRS AROEIRA apresentou resistência múltipla à ramulose, 

viroses e bacteriose além da produtividade equivalente ou superior a CNPA ITA 90, 

com características de fibras dentro dos padrões exigidos pela indústria têxtil (FREIRE 

et al., 2001). Andrade et al. (1999) constataram a resistência da cultivar 

DELTAOPAL às viroses. Em estudo realizado por Cia et al. (2003) demonstrou-se 

que as cultivares MAKINA, CNPA ITA 90 e FABRIKA são altamente suscetíveis e 

que as cultivares DELTAOPAL, FUNDAÇÃO MT 97-1067, FIBERMAX 986, 

EPAMIG PRECOCE 1, COODETEC 405, BRS AROEIRA, IAC 23, IAC 24 e a 

linhagem IAC 23-924, são resistentes.  Da mesma forma, experimentos realizados 

por Suassuna et al. (2003) comprovam a resistência das cultivares DELTAOPAL, 

BRS AROEIRA, FIBERMAX 986 e IAC 24 comparadas com os demais materiais 

Em estudo feito na Argentina mostrou-se a suscetibilidade das cultivares e 

linhagens DELTAPINE 50, 90, 5415, 5690, STONEVILLE 453, 324, 887, COKER, 

CHEMBRED 407, 1135, MC NAIR, AGRIGENETICS 3609, 3070, 3071, 3072 

(cultivares norte-americanos), SICALA 34, V1, CS 50 e SIOKRA L 22 (cultivares 

australianos) (LENARDON, 2003, comunicação pessoal)13. 

Cauquil e Follin (1983) relataram o caso da linhagem SR1-F4 que era 

considerada resistente no campo, porém, após estudos de inoculação o vírus através 

de enxertia de gemas axilares, demonstrou suscetibilidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                           
13 LENARDON, 2003, loc. cit. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Fontes de inóculo 

 

As fontes de inóculo provenientes do Estado de São Paulo foram fornecidas pelo 

Centro de Análise e Pesquisa em Grãos e Fibras da APTA/Instituto Agronômico de 

Campinas.  Já as provenientes do Estado do Paraná foram fornecidas pelos 

pesquisadores científicos do Instituto Agronômico do Paraná: Dr. Walter Jorge dos 

Santos e Dr. Wilson Paes de Almeida.  

Durante os estudos não foi feito discriminação quanto à origem do material.  

Os experimentos em casas-de-vegetação foram conduzidos no Centro de 

Pesquisa e Desenvolvimento em Fitossanidade (APTA/IAC), área de Virologia 

(CPDFitos-Virologia), ex-Seção de Virologia do IAC, situada na Alameda Álvaro 

dos Santos Costa – Fazenda Santa Elisa, no município de Campinas/SP.   

 

3.2. Manutenção de Colônia de Aphis gossypii Glover  

 

Iniciou-se a colônia de pulgões a partir de indivíduos presentes em plantas de 

algodão sintomáticas provenientes do campo. Estes afídeos foram mantidos em 

plantas de algodão da cultivar CNPA ITA 90, dentro de insetários revestidos com 

tela anti-afídeos, isolando dos demais insetários e estufas, onde se mantinham plantas 

sadias.  Desta forma foram mantidas, portanto, as colônias de pulgões virulíferos.  

 

3.3. Estudos de transmissão 

 

As plantas testes utilizadas (Datura stramonium, Gomphrena globosa, Datura 

metel, Nicotiana spp., Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’), foram obtidas em 

casa-de-vegetação, sendo estas plantadas em vasos de barro (25 x 35 x 15 cm), 

contendo composto de uso rotineiro geral no CPDF/Fitos.-Virologia.  Em geral, 

foram plantadas duas plantas por vaso. 



 21

 

3.3.1. Inoculação Mecânica 

 

Nestes estudos utilizou-se principalmente o Gossypium hirsutum L. ‘CNPA 

ITA 90’ que é conhecidamente suscetível ao vírus da doença azul do algodoeiro. 

 Em dois experimentos foram utilizadas plantas-teste juntamente com o 

CNPA ITA 90: Datura stramonium L., Datura metel L., Nicotiana tabacum L., 

Gomphrena globosa L..  Nestes, a inoculação foi feita utilizando uma diluição de 

1:10 em tampão fosfato. 

Em um terceiro experimento foram feitas 10 repetições aumentando a 

concentração de inóculo (1:5), utilizando somente plantas de CNPA ITA 90 (duas 

por vaso), inoculando meia folha, deixando em cada vaso uma como testemunha. 

Devido aos resultados negativos obtidos com a diluição 1:10, três diferentes 

concentrações de inóculo foram utilizadas, buscando reduzir o problema de 

agregação das partículas e diluir prováveis inibidores, que foram considerados por 

Matthews (1991) como causas do insucesso na transmissão mecânica. As 

concentrações de inóculo em relação à solução tampão avaliadas: 1:5, 1:10 e 1:20.  

Para cada concentração foram testados 10 vasos, com duas plantas de CNPA ITA 90, 

onde em cada uma delas, uma foi deixada sem inocular.   

O tampão comumente utilizado neste tipo de teste, foi preparado com 0,625g 

de sulfito de sódio, 15 ml da solução de Na2HPO4 a 0,02 M e 10 ml de solução de 

KH2PO4 a 0,02 M, completando-se para 250 ml de solução.  O pH da solução foi 

estabilizado em 7,0-7,5. 

Como fonte de inóculo foram utilizados folhas jovens provenientes de plantas 

com sintomas típicos da doença. 

As folhas foram maceradas em tampão de inoculação mecânica utilizando-se 

cadinho e pistilo de porcelana para rompimento das células e liberação das partículas 

virais.  O abrasivo Carborundum® (carbureto de silício) de malha 600 mesh foi 

polvilhado sobre as folhas para promover o rompimento das células de forma 

necessária para a penetração do vírus sem danos visíveis de células epidermais. 

Posteriormente, umedeceram-se os dedos com o extrato de folha, 

friccionando levemente a superfície das folhas.  Por fim, lavou-se o excesso com 

água. 
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3.3.2. Afídeos 

 

Em um primeiro estudo realizou-se testes de variação no número de pulgões e 

período de inoculação de 15 a 60 minutos.  Utilizaram-se bandejas plásticas com 24 

cavidades, onde sementes de algodão (CNPA ITA 90) foram colocadas em 12 

cavidades (fig.1).  Cada bandeja correspondeu a um tratamento, onde cada planta 

recebeu números diferentes de afídeos retirados de colônia virulífera: 1, 3, 9 e 27 (12 

repetições de cada tratamento), deixando por um período de alimentação de 15 

minutos.  

 

 
Fig 1 - Croqui da disposição das 
12 plantas nas bandejas. 

 

 Posteriormente, foram utilizados vasos de barro com uma planta por vaso, 4 

repetições variando também o número de pulgões, deixando por 60 minutos.  

 Em um segundo estudo, foram avaliados diferentes períodos de aquisição.  

Os pulgões utilizados foram obtidos de plantas sadias, mantidas em insetários 

isolados de plantas com a doença azul ou em plantas de batata (Solanum tuberosum 

L. ‘Itararé’, ‘Monalisa’ e ‘Ágata’, também produzidas em insetários isolados.  

Plantas de batata mostraram-se imunes à doença em testes preliminares feitos com o 

vetor.  Entretanto, mostraram ser excelentes hospedeiras do afídeo vetor Aphis 

gossypii. 

Como fonte de inóculo, utilizaram-se plantas de algodão com sintomas 

típicos da doença. Os períodos de aquisição foram de 5, 10, 20 e 60 minutos.  Em 

cada tratamento foram inoculadas 10 plantas.  Um grupo foi deixado como 

testemunha, no qual foram colocados pulgões sadios provenientes de Solanum 

tuberosum L. 
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Foram feitas inoculações em vasos de barro contendo duas plantas por vaso.  

Foram adicionados 10 indivíduos por planta através de transferências manuais feitas 

com o auxílio de pincel (Tigre nº 1) nas duas plantas, sendo que um grupo ficou 

como testemunha. 

 Os pulgões foram deixados por duas semanas de alimentação de transmissão, 

possibilitando assim tempo suficiente para a chance de inoculação do vírus. 

 

3.3.3. Enxertia 

 

As transmissões da doença azul através de enxertia foram feitas de duas 

maneiras: 

1) Cavalo infectado e enxerto sadio; e 

2) Cavalo sadio e enxerto infectado. 

Utilizaram-se vasos de alumínio contendo duas plantas, onde uma foi deixada 

de testemunha.  Transferiu-se o enxerto proveniente da planta infectada para o cavalo 

sadio e vice-versa.   

Plantas que foram utilizadas no estudo de avaliação de cultivares foram 

posteriormente enxertadas utilizando a CNPA ITA 90.  Dos quatro blocos, somente 

três foram enxertados. 

O método de enxertia utilizado foi por garfagem, utilizando filme plástico 

(Parafilm®) para amarrar as duas partes. Posteriormente foram colocados saquinhos 

plásticos no enxerto de forma a evitar a perda de água, onde estes ficaram por uma 

semana. 

Em um grupo de 8 plantas, sendo que duas plantas infectadas foram 

enxertadas com enxerto sadio e as demais eram plantas sadias que receberam enxerto 

doente.   

Em um grupo de 4 plantas, uma planta doente recebeu enxerto sadio e as 

demais eram plantas sadias que receberam enxerto doente. 

Em três grupos das 12 cultivares inoculadas foram feitas enxertias de cavalo 

infectado e enxerto sadio e vice-versa.  Todas as cultivares foram enxertadas com a 

cultivar CNPA ITA 90. 
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3.3.4. Avaliação de Cultivares de Gossypium hirsutum L.  

 

Buscou-se neste estudo identificar cultivares com resistência à doença azul. 

No experimento 1 definiu-se o número de pulgões a serem utilizados nos 

experimentos seguintes. 

No experimento 2 avaliou-se a dinâmica populacional do pulgão em 3 

cultivares. 

Nos experimentos 3 e 4 foram avaliadas diferentes cultivares, sendo 

atribuídas notas conforme o sintoma expresso pela planta. 

A escala de notas é um método comumente utilizado na tomada de decisões 

no controle de moléstias em áreas comerciais, bem como na avaliação de 

suscetibilidade de diferentes genótipos de algodoeiro (RIBEIRO et al., 2001). 

A escala utilizada variou de 1 a 5, conforme a sintomatologia da doença.  

Atribuiu-se nota 1 para plantas sem nenhum sintoma; nota 2 para plantas com início 

de epinastia; nota 3 para planta apresentando início de enrolamento dos bordos 

foliares; nota 4 para plantas com enrolamento dos bordos foliares e limbo rugoso; e 

nota 5 para plantas apresentando deformidade total das folhas e com o clareamento 

de nervuras. 

O delineamento estatístico utilizado foi blocos inteiramente ao acaso. 

 

3.3.4.1. Experimento 1 – Estudo preliminar de transmissão por afídeo   

 

Neste experimento foram avaliadas 4 cultivares: DELTAOPAL, IAC 24, 

DP 4049 e CNPA ITA 90 semeadas em vasos de alumínio deixando somente uma 

planta em cada uma.  Cada tratamento teve cinco repetições.  Duas plantas de cada 

cultivar foram deixadas como controle negativo, uma sem inocular e outra colocando 

10 pulgões sadios. 

Em um tratamento foram inoculados 5 pulgões e no outro 10 pulgões 

virulíferos por um período de alimentação de 72 horas.    

A inoculação deu-se no dia 31/08/2002, onde as avaliações foram 

realizadas em: 13/09/2002, 16/09/2002 e 28/09/2002.  No período anterior ao dia 

13/09/2002, nenhuma das cultivares apresentaram sintoma. 
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3.3.4.2. Experimento 2 - Estudo de resistência de alguns materiais relacionado 

a não-preferência do vetor 

 

Avaliou-se 3 cultivares, semeadas em bandejas plásticas com 24 cavidades 

(1 planta por cavidade), distribuídas ao acaso na bancada da casa-de-vegetação (fig. 

2).  Plantas de três bandejas de cada cultivar foram inoculadas e uma foi deixada sem 

pulgões. Transferiram-se 10 pulgões de colônia virulífera em cada planta central da 

bandeja com o auxílio de um pincel macio (Tigre nº 1) quando as plantas estavam em 

estádio cotiledonar.  Foram feitas contagens de tempos em tempos, procurando 

avaliar a dinâmica do vetor nas plantas. 

Nas plantas centrais foram colocados 10 pulgões vetores em cada uma.  As 

plantas foram separadas em três grupos: infestadas (que receberam os pulgões), 

adjacentes (localizadas ao redor das infestadas) e periféricas (localizadas nas 

extremidades) (fig. 3). 

 

 
Fig. 2 – Croqui da disposição das bandejas na casa-de-vegetação. 
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Fig. 3 – Croqui da bandeja.  Legenda: In= 
planta infestada; Ad= planta adjacente; Pe= 
planta periférica. 

 

3.3.4.3. Experimento 3 - Avaliação de resistência de 12 materiais genéticos em 

casa-de-vegetação 

 

Neste experimento foram avaliadas 12 cultivares/linhagens: BRS 

AROEIRA, CNPA ITA 90, IAC 24, IAPAR 94-227-918, DELTAOPAL, SURE 

GROW 618, FIBERMAX 986, FIBERMAX 966, MAKINA, FABRIKA, IAC 

01/639 e COODETEC 407, onde se objetivou observar diferenças quanto à resposta 

de cada cultivar em relação à infecção viral através do uso de escala de notas. 

As inoculações foram feitas através da simples sobreposição de folhas 

infestadas de pulgões provenientes de plantas virulíferas.  Para este procedimento, foi 

feita uma amostragem contando o número aproximado de indivíduos em uma área de 

1,50 x 1,50 cm (2,25 cm2).  Em 6 amostras de folhas utilizando um aparelho de 

medição de área (LI 3100 Area Meter/LI-COR Inc. Lincoln, Nebraska USA) 

gentilmente cedido pelo Dr. Flávio B. Arruda da Área de Irrigação e 

Drenagem/Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Ecofisiologia e Biofísica 

(APTA/Instituto Agronômico de Campinas).  A média de pulgões foi de 31 

indivíduos/cm2. 

A partir das áreas foliares, somamos e dividimos pelo número de folhas 

amostradas. Obteve-se uma área média de 71cm2.   

Multiplicou-se a área média pelo número de pulgões, estimando-se 2212 

pulgões inoculados em cada vaso. 

Estes pulgões foram eliminados após 7 dias, utilizando inseticida sistêmico 

(Marshall). 
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Os dados obtidos foram analisados através do Teste de Duncan a 5% de 

significância. 

 

3.3.4.4. Experimento 4 - Avaliação de resistência de 16 materiais genéticos em 

casa-de-vegetação 

 

Neste estudo foram avaliadas 16 cultivares de Gossypium hirsutum L.: 

COODETEC 406, COODETEC 407, SURE GROW 618, FIBERMAX 966, 

FIBERMAX 986, BRS AROEIRA, FABRIKA, MANIKA, MG 99405, IAPAR 94-

227-918, IAC 01/639, PR 99-123, STONEVILLE 474, DELTAOPAL, CNPA ITA 

90, IAC 24. 

As inoculações foram feitas utilizando pulgões virulíferos proveniente de 

colônias infectadas, 10 pulgões por planta, transferindo com o auxílio de um pincel 

macio (Tigre nº 1).  Deixados por 7 dias de alimentação. 

Posteriormente foi feito repetição deste mesmo experimento. 

Os dados foram analisados pelo Teste de Duncan a 5% de significância. 

 

3.4. Estudos Sorológicos 

 

Sendo conhecida a relação antigênica próxima entre os membros da família 

Luteoviridae e os resultados obtidos por Lenardon apud Bonacic (199?)14 e Lenardon 

(2003, comunicação pessoal)15 para o BYDV (PAV e RPV), plantas sabidamente 

com a doença azul foram testadas sorologicamente utilizando antissoros de alguns 

luteovírus conhecidos: BYDV (Barley yellow dwarf virus), PLRV (Potato leafroll 

virus), BWYV(Beet western yellows virus) e ScLYV (Sugarcane yellow leaf virus). 

Nos testes para BYDV foram feitos para os serótipos MAV e PAV em 

colaboração com a Dra. Jurema Schons, docente da Universidade de Passo 

Fundo/RS. 

Os testes feitos para o ScLYV foram feitos em colaboração com o pesquisador 

científico  Dr.  Marcos Gonçalves,  do  Centro  de  Pesquisa   e  Desenvolvimento  de  
                                                           
14 BONACIC, 199?, loc. cit. 
15 LENARDON, 2003, loc. cit. 
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Sanidade Vegetal do Instituto Biológico/APTA. 

Os testes para o PLRV (Potato leafroll virus) e BWYV (Beet western yellows 

virus), utilizando antissoros policlonais, foram realizados no Laboratório de Batata 

do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Fitossanidade da APTA/Instituto 

Agronômico de Campinas, seguindo as recomendações dos respectivos kits, 

CNPH/EMBRAPA e AGDIA. 

Para estes testes foram utilizados limbo foliar de plantas com sintomas típicos 

diluindo na proporção 1:10 (amostra: solução-tampão de extração). 

 

3.4.1. BYDV (MAV e PAV) 

O teste DAS-ELISA para o BYDV-MAV e BYDV-PAV foram executados e 

analisados pela Dra. Jurema Schons, seguindo a metodologia comumente utilizada 

pelo seu laboratório.   

 

3.4.2. ScYLV 

 

Já os testes efetuados com o antissoro para o ScYLV foram executados e 

analisados pelo Dr. Marcos Gonçalves, seguindo a metodologia de rotina em seu 

laboratório. 

 

3.4.3. PLRV  

Utilizou-se microplacas de poliestireno de 96 cavidades com fundo em “U” 

(GREINER, Labortechnik).  As soluções tampões de cobertura, lavagem, conjugado 

e extração, bem como substrato foram as de rotina, recomendado por Converse e 

Martin (1993). 

As amostras foram maceradas com a solução-tampão de extração/conjugado 

na proporção (1:10) utilizando cadinho e pistilo de porcelana. 

As placas foram cobertas com o antissoro específico em tampão carbonato. 

Colocou-se sobre as mesmas o papel filtro umedecido com água destilada, 

envolvendo com um filme de PVC para evitar evaporação.  Foram então colocadas 

dentro de uma caixa de isopor forrada com papel úmido.  Deixou-se “overnight” a 

uma temperatura de 4°C em câmara fria.  
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No dia seguinte, as placas foram lavadas com a solução de lavagem, 

alternando-se a posição das mesmas em relação ao lavador, descartando-se o resíduo 

com a utilização de um sistema de aspiração (SOUZA-DIAS et al., 2000).  Esta 

operação foi feita 3 vezes.  Na última lavagem, viraram-se as placas para baixo, 

batendo-se levemente sobre um papel absorvente de forma a certificar a ausência de 

resíduos nas cavidades. 

No dia seguinte, com uma micropipeta de 50-250 µl, alíquotas de 100 µl 

foram colocadas nas respectivas cavidades da microplaca.   

Em cada placa testada, deixaram-se duas cavidades com tampão de extração, 

duas com controles positivos, duas com controles negativos para o antissoro testado e 

duas com controle negativo de algodão. As diluições dos antissoros foram de 1:1200 

para o PLRV. 

Colocadas as amostras e os controles, cobriu-as novamente com papel úmido, 

envolvendo-as com um filme plástico e incubando-as por uma noite em refrigerador. 

Passado esse período, foram são feitas 5 lavagens com a solução de lavagem 

da mesma forma que as realizadas anteriormente na fase de cobertura.  Em seguida, 

colocou-se o conjugado do antissoro específico diluído em buffer de 

extração/conjugado (100 µl/cavidade), cobrindo com papel úmido, envolvendo com 

filme plástico, colocando em uma caixa de isopor forrada com papel úmido, 

deixando em refrigerador por uma noite. 

A placa foi lavada em solução de lavagem por 5 vezes. 

A solução de substrato foi preparada, calculando-se o volume a ser preparado 

de acordo com o número de cavidades (100 µl/cavidade). A concentração da solução 

foi de 1 mg/ml de fosfato de p-nitrofenol (Sigma 104-105) em solução de 

dietanolamina (tampão substrato).  Distribuiu-se 100 µl de solução de substrato por 

cavidade, cobrindo com papel úmido, envolvendo as placas com filme plástico, 

colocando dentro de uma caixa de isopor úmida a temperatura ambiente.  Observou-

se após 30-40 minutos a reação, procedendo com a primeira leitura em um aparelho 

de espectrofotometria de luz UV/visível (BioTech E371), utilizando um filtro 

específico de 405 nm.  Após 2 horas, foi feita a segunda leitura. 

Foram considerados positivos os testes de leitura a 405 nm acima de 2 vezes 

a média dos controles negativos.   
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3.4.4.  BWYV 

 

A metodologia empregada foi idêntica ao item 3.4.3., sendo que a diluição do 

antissoro foi de 1:1000. 

 

3.5. Estudo de alterações anatômicas causadas pelo vírus 

 

Estes experimentos foram conduzidos em colaboração com a pesquisadora 

científica Rachel Benetti Queiroz Voltan no Laboratório de Anatomia Vegetal do 

Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento do Jardim Botânico/Centro Experimental 

Central do Instituto Agronômico (Instituto Agronômico de Campinas/APTA). 

Tendo em vista estudos anteriores utilizando os estudos anatômicos como uma 

ferramenta adicional na caracterização de vírus, procurou-se visualizar alterações 

anatômicas da planta sob a presença da partícula viral.  

 

3.5.1. Amostras utilizadas 

 

Foram utilizadas amostras de 10 plantas de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA 

ITA 90’ com sintomas típicos da doença azul do algodoeiro e 10 amostras sadias de 

plantas da mesma cultivar para preparação de lâminas permanentes e a fresco. 

 

3.5.2. Preparação de Lâminas permanentes 

 

3.5.2.1. Fixação do material 

 

O fixador F.A.A foi preparado na proporção de 90% de álcool etílico 

absoluto p.a. 50°, 5% de formol e 5% de ácido acético. 

Segmentos de 0,25 cm2 de folhas maduras, e de 0,5 cm de caule e pecíolo, 

provenientes de plantas sadias e de plantas doentes foram fixados em F.A.A. 

deixados sob vácuo por 48h. 
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3.5.2.2. Desidratação e inclusão do material em parafina com xilol 

 

Depois de fixado o material em F.A.A., iniciou-se o processo de 

desidratação das amostras em série alcoólico-etílica-xilol. 

Após os banhos sucessivos, adicionaram-se raspas de parafina às amostras 

em xilol, deixando por 12 horas. 

Os vidrinhos com as amostras, com a parafina e o xilol foram colocados na 

estufa a aproximadamente 58°C, deixando por uma hora, retirando o xilol-parafina e 

colocando somente a parafina.  Posteriormente foram feitas duas trocas com parafina 

pura, deixando-se por uma hora. 

 

3.5.2.3. Emblocamento de material incluído 

 

Foi colocada parafina nas forminhas de alumínio, onde posteriormente 

foram montados cuidadosamente os cortes nas posições transversais e longitudinais.  

Deixou-se por 24 horas para que a parafina secasse. 

O emblocamento foi feito em cubos de madeira e o material incluído foi 

cortado com seus lados paralelos entre si. 

 

3.5.2.4. Corte das fitas no micrótomo e preparação de lâminas 

 

Colocaram-se os blocos no micrótomo rotativo manual (E. LEITZ, 

Germany – WETZLAR), ajustou-se a espessura de corte para 12-13µm. 

Sob rotação manual da manivela, as fitas cortadas em fragmentos de 3 cm 

foram colocados sobre a lâmina, previamente preparada com adesivo “Haupt” e 

solução de formol (3% aquoso). 

Para que o tecido vegetal parafinado ficasse bem esticado, as lâminas foram 

colocadas sobre uma chapa aquecida (aproximadamente à 50°C).  Rapidamente 

retirou-se e deixou-se escorrer o excesso de formol, limpando posteriormente com 

um papel absorvente. 

Montadas, as lâminas foram deixadas por um período mínimo de 24 horas 

para secagem e posteriormente coradas com a safranina e o “alcian blue”. 
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3.5.2.5. Coloração e montagem das lâminas 

 

As lâminas foram colocadas em cubas de vidro, dando-se início à série de 

hidratação. 

Após submeter as amostras à banhos sucessivos de hidratação, deixou-se 

escorrer bem o álcool 70°, colocando posteriormente em safranina 4% (em álcool 

50°) por 3 minutos.  Lavou-se de 3 a 4 vezes em água destilada.  Após escorrer bem, 

colocou-se em “alcian blue” por 2 minutos.  Lavou-se 3 a 4 vezes em água destilada. 

Foi feita, então, a desidratação, onde as lâminas foram sujeitas a um banho 

rápido em cada solução nesta seqüência: 

1º) Álcool 50°; 

2º) Álcool 70°; 

3º) Álcool 90º; 

4º) Álcool 100º; 

5º) Álcool 100º; 

6º) Álcool + xilol (1:1); 

7º) Xilol; e 

8º) Xilol. 

Após a desidratação, deu-se início à montagem das lâminas, onde sobre a 

lâmina ainda encharcada com xilol gotejou-se adesivo Permount®, colocando-se a 

lamínula. 

Montadas as lâminas, essas foram secas a temperatura ambiente, limpas e 

etiquetadas. 

 

3.5.3. Preparação de lâminas a fresco coradas com IKI e azul de anilina para 

evidenciar calose 

 

O uso de IKI e azul de anilina é uma técnica muito utilizada para visualização 

de calose no floema. 

As amostras provenientes de plantas sadias e doentes (doença azul) foram 

cortadas à mão livre, com auxílio de lâminas de barbear e coradas em solução de IKI 

e azul de anilina.   
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Os cortes de caule foram colocados em uma placa de vidro contendo solução 

de IKI durante 3 minutos, sendo posteriormente lavados com água destilada.  Estes 

então foram colocados em um outro recipiente contendo a solução de azul de anilina, 

deixando reagir por 8 minutos.  Lavou-se brevemente em IKI, montando as lâminas 

em água destilada. 

Os cortes foram observados em microscópio óptico em diversos aumentos 

(LEICA DM LB). 

 

3.5.4. Preparação de lâminas a fresco coradas azul de anilina para visualização 

de inclusões 

 

A preparação foi semelhante ao ítem 3.4.3., diferindo na não utilização do 

IKI. 

 

3.6. Estudos moleculares através do RT-PCR (Reverse Transcriptase - 

Polymerase Chain Reaction) 

 

Esta parte do trabalho foi conduzida no Laboratório do Centro de Pesquisa e 

Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronômico de 

Campinas/APTA com a colaboração da pesquisadora científica Dra. Haiko Enok 

Sawazaki. 

Neste experimento, foram testados os primers 3 (“upper”)  e 4 (“down”) para 

PLRV (TCT TGA ATA CTG CCG TGC GC e AAC CAA GGG ACG AAA CCC 

CG)  (SOUZA-DIAS et al., 1999; SOUZA-DIAS et al., 2001)  e primers universais 

Lu1(“upper”) e Lu4 (“down”) para a família Luteoviridae (CCA GTG GTT RTG 

GTC e GTC TAC CTA TTT GG)  (ROBERTSON et al.,1991) a fim de se verificar a 

identidade de luteovírus desta moléstia. 
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3.6.1. Coleta das amostras 

 

 Foram coletados amostras de folhas de algodão da casa de vegetação que 

apresentavam sintomas típicos da doença azul e amostras de folhas de batata com 

sintomas típicos de Potato leafroll virus e folhas sadias. 

 

3.6.2. Extração de RNA 

 

As amostras foram cortadas em tiras finas; 

Pesou-se 100 mg; 

Maceraram-se as amostras em cadinho e pistilo com N2 líquido; 

Adicionou-se 1 ml de mistura de TRI (Sigma, que permite a extração do 

RNA em apenas 1 etapa); 

Colocou-se em eppendorfs, deixando em repouso por 5 minutos; 

Adicionou-se 0,2 ml de clorofórmio e agitou-se; 

Deixou-se 15 minutos em repouso; 

Centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos (Harrier 15/80 MSE, Sanyo); 

Passou-se o sobrenadante para eppendorfs; 

Adicionou-se 500 µl de i-propanol; 

Deixou-se no gelo, descansando por 5-10 minutos; 

Centrifugou-se a 12000 rpm por 10 minutos à 4ºC (Centrifuge 5417R, 

Eppendorf); 

Retirou-se o sobrenadante; 

Adicionou-se 1 ml de etanol 75%; 

Centrifugou-se a 7000 rpm por 5 minutos (Centrifuge 5417R, Eppendorf); 

Descartou-se o etanol 75%, deixando secar por 15 minutos; 

Dissolveu-se o ‘pellet’ em água estéril DEPC (tratada com di-etil-piro-

carbonato). 
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3.6.3. Preparação de cDNA para grupo de luteovírus 

 

Adicionou-se 6,8 µl de água DEPC nos eppendorfs; 

Adicionou-se 1 µl de primer anti-sense (10 pmol); 

Adicionou-se 1 µl de cada amostra; 

A mistura foi aquecida no termociclador a 70ºC por 5 minutos para desfazer 

híbridos de RNA e aquecida posteriormente a 40ºC por 10 minutos para permitir o 

anelamento dos oligonucleotídeos (PTC 100 - Peltier Effect Cycling - MS Research, 

Inc.); 

Preparou-se uma solução com 20 µl de MgCl2 25 mM, 10 µl de buffer, 16 µl 

de dNTP (10mM), 5 µl de inibidor de RNAse (20 U/µl)  e 5 µl de transcriptase 

reversa (50 U/µl) para as cinco amostras; 

Transferiu-se 11,2 µl do mix para cada eppendorf contendo 6,8 µl de água 

DEPC; 

Colocaram-se os eppendorfs no termociclador durante 1 hora à 42ºC para a 

reação de transcrição. 

 

3.6.4. PCR para grupo de luteovírus 

 

Preparou-se uma solução para um volume final de 100µl, distribuindo 20µl 

por eppendorf: 

8 µl de buffer 10%; 

4 µl de MgCl2; 

2,5 µl de primer sense; 

2,5 µl de primer antisense; 

0,5 µl de Taq polimerase; 

77,5 µl de água. 

Foram distribuídos 19 µl em cada eppendorf, adicionando por último 1 µl de 

RNA de cada amostra. 

Os eppendorfs foram deixados no termociclador (Perkin Elmer - PCR System 

9600) para a reação de amplificação com um ciclo inicial de: 
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95ºC por 1 minuto; 

41ºC  por 2 minutos; 

72ºC por 2 minutos; 

94ºC por 0,5 minutos; 

41ºC por 1 minuto; 

A seguir 30 ciclos com gradiente da temperatura de anelamento: 

94ºC por 0,5 minutos; 

41ºC por 3 minutos; 

72oC por 2 minutos 

Aumentando-se a temperatura de anelamento de 41ºC para 72ºC e extensão 

final de 75ºC por 5 minutos. 

 

3.6.5. Preparação de cDNA para PLRV 

 

20 µl de MgCl2 (25 mM, Perkin Elmer – Roche); 

10 µl de Buffer 10% (10x PCR/Buffer II, Perkin Elmer); 

16 µl de dNTP mix; 

5 µl de inibidor de RNA (20 U/µl), Applied Biosystems – Roche); 

5 µl de transcriptase reversa (20 U/µl), MuLV Reverse Transcriptase – 

Applied Biosystems – Roche); 

5 µl de ‘random hexamers’(5 µM, Applied Biosystems – Roche: 

oligonucleotídeos com sequência heterogênea que forma híbridos amplificados em 

igual freqüência ao longo da cadeia molde); 

34 µl de água. 

Distribuiu-se a solução nos eppendorfs (19 µl), adicionando 1 µl de RNA de 

cada amostra. 

 

3.6.6. PCR para PLRV 

 

Preparou-se uma solução para um volume final de 100 µl: 

5 µl de MgCl2 (25 mM, Perkin Elmer – Roche); 

10 µl de Buffer 10% (10x PCR/Buffer II, Perkin Elmer); 
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74 µl de água; 

1 µl de Taq polimerase (Perkin Elmer – Roche); 

5 µl de primer 3; 

5 µl de primer 4. 

Dividiu-se a solução nos eppendorfs (20 µl/eppendorf), adicionando 1 µl de 

cDNA em cada um. 

Os eppendorfs foram deixados no termociclador (Perkin Elmer - PCR System 

9600) para a reação de amplificação com: 

1 ciclo de 94ºC por cinco minutos; e 

42 ciclos de 95ºC por 1 minuto, 60ºC por 1 minuto e 72ºC por 0,5 minuto. 

 

3.6.7. Preparação do gel de agarose 

 

Preparou-se gel de agarose para separação dos fragmentos de DNA 

amplificados por eletroforese. Eletroforese é a técnica pela qual uma molécula com 

carga elétrica se move em um campo elétrico. No caso dos ácidos nucléicos devido a 

carga negativa dos grupos fosfatos a relação carga/massa é constante, assim a 

velocidade de corrida depende do tamanho do fragmento de DNA. 

 

3.6.8. Colocação das amostras no gel 

 

Utilizou-se 1 µl de marcador (100 bp - Amersham Pharmacia Biotech, Inc.). 

Após a corrida eletroforética a 80 mA o gel foi incubado em solução de 

brometo de etídeo a 0,5 mg/ml por 20 minutos. As bandas foram visualizadas pela 

detecção da fluorescência do brometo de etídeo intercalado na molécula de DNA em 

luz ultravioleta no transluminador. O DNA normalmente absorve a 260 nm, porém 

com brometo de etídio absorve a 300 nm e emite a 590 nm. Fotos foram tiradas no 

aparelho ImageMaster VDS (Amersham Pharmacia biotech.) 

Testaram-se algumas variações para otimizar as análises com os primers do 

grupo de luteovírus. 

Em uma segunda tentativa seguimos o mesmo procedimento, mas 

aumentamos a concentração de cDNA, de 1 µl para 3 µl. 
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Em uma terceira tentativa na preparação do cDNA aumentamos a quantidade 

de primer antisense (2 µl) e de RNA (2 µl), utilizando 3 µl de cDNA por amostra.  

No PCR aumentou-se a quantidade de Taq polimerase (0,12 µl).   

Utilizando amostras de plantas de algodão com o azulão, foram retiradas 

folhas novas de plantas sintomáticas.  A metodologia empregada foi a mesma 

utilizada na terceira tentativa, porém substituindo a água por dNTP. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Transmissão mecânica 

 

A inoculação mecânica utilizando diluição 1:10 em diferentes plantas-teste não 

produziu sintomas visíveis de infecção pelo vírus da doença azul, mesmo na planta 

de algodão da cultivar CNPA ITA 90, considerada extremamente suscetível. 

No experimento onde foi testada somente diluição 1:5, nenhuma das 10 plantas 

demonstrou sintomas da doença azul, bem como no experimento testando diferentes 

diluições (1:5; 1:10; 1:20): nenhuma das 30 plantas apresentaram sintomas durante 

observações feitas por um período de 15 a 20 dias. 

Em avaliação sintomatológica, por um período de aproximadamente 15-30 

dias, não ocorreu transmissão por este método de inoculação ainda que nos grupos 

testados sempre havia plantas do algodão altamente suscetível CNPA ITA 90, 

confirmando as informações existentes em literatura (CAUQUIL e FOLLIN, 1983; 

CAUQUIL e VAISSAYRE, 1971; HALLIWELL e CAUQUIL, 1981; WATKINS, 1981). 

 
4.2. Transmissão por afídeos 

 

Neste estudo buscou-se verificar a relação vírus-vetor (não circulativa ou 

circulativa). 

No primeiro estudo onde 12 plantas receberam números diferentes de afídeos 

retirados de colônia virulífera: 1, 3, 9 e 27, deixando-se por um período de 

alimentação de 15 minutos não ocorreu transmissão.  No estudo posterior com vasos 

de barro variando também o número de pulgões, deixados por 60 minutos também 

não ocorreu transmissão.  

Em estudos preliminares pode-se observar que o aumento no período de 

inoculação, bem como o número de afídeos, favoreceram para a rápida expressão e 

maior severidade dos sintomas.  

Os testes feitos com variações no número de pulgões com períodos de 

inoculação de 15 e 60 minutos não se mostraram suficiente para a transmissão 
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ocorrer, bem como variações no tempo de aquisição de 5, 10, 20 e 60 minutos 

também não se mostraram suficiente para o pulgão adquirir.  Estes resultados 

sugerem que a relação vírus-vetor é do tipo circulativo, confirmando a informação 

existente em literatura (COSTA, A., 1966; COSTA, A. e CARVALHO, 1965 e CAUQUIL e 

FOLLIN, 1983). 

 

4.3. Transmissão por enxertia 

 

Relatos existentes quanto à transmissão do vírus através de enxertia de 

garfagem indicam o seu sucesso somente através da utilização de cavalo como 

doador e o enxerto como receptor de inóculo (CAUQUIL e FOLLIN, 1983; HALLIWELL 

e CAUQUIL, 1981), entretanto, os dados evidenciam a transmissão por enxertia, tanto 

com o uso de cavalos sadios e enxertos doentes como o inverso.   

Pode-se observar na tabela 1 as transmissões ocorridas com sucesso no 

primeiro experimento, executado em 30/10/2002, de transmissão por enxertia.   

No segundo grupo de plantas, somente uma das plantas que recebeu o enxerto 

doente a união de tecidos ocorreu com sucesso.  Esta iniciou a expressão de sintomas 

após uma semana (tabela 2). 

Nas tabelas 1 e 2, os sintomas considerados fracos seria um leve 

encarquilhamento das folhas; os sintomas medianos seria um encarquilhamento mais 

intenso e os sintomas severos seria além do encarquilhamento, uma redução no 

desenvolvimento das folhas e clareamento de nervuras. 

Na enxertia das 12 cultivares (tabela 3) utilizadas em outro estudo permitiu 

observar que a transmissão ocorreu.  Houve uma porcentagem de pegamento muito 

baixa.  Em algumas plantas a união de tecidos ocorreu, porém não houve 

transmissão, porém durante o processo de cicatrização do tecido pode se formar 

alguma barreira que dificulte a translocação do vírus do doador para o receptor. 

Observando a tabela 3, pode-se notar um maior número de plantas com 

sintomas na enxertia com o cavalo como doador.  As cultivares/linhagens IAPAR 94-

227-918, MAKINA, CNPA ITA 90, COODETEC 407 e FABRIKA foram as que 

tiveram maior número de plantas infectadas através desta técnica.  Nas cultivares: 
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FIBERMAX 966, FIBERMAX 986, SUREGROW 618 e IAC 24, a transmissão 

ocorreu com sucesso somente em uma planta do total de pegamento. 

Nas cultivares BRS AROEIRA, DELTAOPAL, SUREGROW 618, 

FIBERMAX 986 e FIBERMAX 966 as tentativas de transmissão através da 

utilização de enxerto com o inóculo foram falhas.  Este fato pode explicar o 

insucesso na transmissão por enxertia, do enxerto para o cavalo (BROWN, 1992; 

CAUQUIL e FOLLIN, 1983). 

Os dados obtidos neste estudo confirmam o sucesso na utilização deste método 

de inoculação, havendo transmissão nos dois sentidos.  Desta forma, os nossos 

resultados confirmam a transmissão do cavalo para o enxerto, conforme relatos de 

Brown (1992) e Cauquil e Follin (1983) e comprovam que também ocorre a 

transmissão do enxerto para o cavalo. 

Esta técnica pode ser considerada uma importante ferramenta na seleção de 

cultivares ou linhagens imunes ao vírus. 
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Figura 4 – Fotos de plantas de algodão CNPA ITA 90 enxertadas com outra de mesma cultivar, 
onde o cavalo era sadio e o enxerto era infectado. A= planta enxertada com enxerto sadio e planta 
testemunha com o ápice cortado. B= detalhe do enxerto coberto com plástico. C e D= enxerto e as 
brotações com sintomas provenientes do cavalo anteriormente sadio.  As setas indicam folhas do 
cavalo apresentando sintomas da doença azul. 
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Tabela 1 – Avaliação de transmissão por enxertia através de enxerto ou cavalo 
infectado pelo vírus da doença azul do algodoeiro (a). 

Enxerto Cavalo 14/11/02 21/11/02 28/11/02 02/12/02 05/12/02 

s/ vírus c/ vírus - x x x x 

s/ vírus c/ vírus - - + ++ ++ 

c/ vírus s/ vírus - x x x x 

c/ vírus s/ vírus - +/- - - ++ 

c/ vírus s/ vírus - x x x x 

c/ vírus s/ vírus - x x x x 

c/ vírus s/ vírus - x x x x 

c/ vírus s/ vírus - x x x x 

Legenda: - = sem sintomas; + = sintomas medianos; ++ = sintomas severos; x = enxerto não pegou. 
 

Tabela 2 – Avaliação de transmissão por enxertia através de enxerto ou cavalo 
infectado pelo vírus da doença azul do algodoeiro (b). 

Enxerto Cavalo 26/12/02 03/01/03 11/01/03 

s/ vírus c/vírus x x x 

c/vírus s/ vírus x x x 

c/vírus s/ vírus x x x 

c/vírus s/ vírus - + ++ 

Legenda: - = sem sintomas; +/- = sintomas fracos; + = sintomas medianos; ++ = sintomas severos; x = 
enxerto não pegou. 
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Tabela 3 – Avaliação de transmissão da doença azul através de enxertia em 
diferentes cultivares. 

Cultivares Enxerto Cavalo 
nº de plantas 

infectadas/plantas 

com pegamento 

BRS AROEIRA sadio infectado 00/08 

BRS AROEIRA infectado sadio 00/02 

CNPA ITA 90 sadio infectado 03/09 

CNPA ITA 90 infectado sadio 02/08 

IAC 24 sadio infectado 00/09 

IAC 24 infectado sadio 01/05 

IAPAR 94-227-918 sadio infectado 06/08 

IAPAR 94-227-918 infectado sadio 03/11 

DELTAOPAL sadio infectado 00/05 

DELTAOPAL infectado sadio 00/07 

SUREGROW 618 sadio infectado 01/10 

SUREGROW 618 infectado sadio 00/05 

FIBERMAX 986 sadio infectado 01/10 

FIBERMAX 986 infectado sadio 00/11 

FIBERMAX 966 sadio infectado 01/11 

FIBERMAX 966 infectado sadio 00/11 

MAKINA sadio infectado 04/08 

MAKINA infectado sadio 02/09 

FABRIKA sadio infectado 02/11 

FABRIKA infectado sadio 02/07 

IAC 01/639 sadio infectado 00/11 

IAC 01/639 infectado sadio 01/10 

COODETEC 407 sadio infectado 02/08 

COODETEC 407 infectado sadio 03/09 
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4.4. Avaliação de Cultivares 

 

4.4.1. Experimento 1 – Estudo preliminar de transmissão pelo pulgão 

 

Neste experimento foi possível confirmar a suscetibilidade do algodão CNPA 

ITA 90 e definir o número de pulgões a serem utilizados nos testes de transmissão 

por vetor.  

Notou-se que a população de 10 pulgões virulíferos, por um período de 3 

dias, foi suficiente para transmissão da doença à 50% da população de plantas na 

cultivar mais suscetível.  Este procedimento de transmissão mostrou-se adequado 

para os testes posteriores conforme proposta de nível 50% de transmissão para 

avaliação de resistência com afídeos vetores (PETERS, 1986).   

Na cultivar IAC 24, a inoculação com 5 indivíduos virulíferos não foi 

suficiente para a infecção ocorrer.  Porém em cultivares com maior suscetibilidade, 

este mesmo número de indivíduos foi suficiente para a transmitir o vírus (tabela 4). 

Com exceção da cultivar DELTAOPAL, as demais apresentaram epinastia 9 

dias após a inoculação e enrolamento das folhas deu-se início 7-10 dias depois.   A 

CNPA ITA 90, neste mesmo período, já apresentava sintomas de clareamento das 

nervuras nos dois tratamentos.  A DP 4049 apresentou sintomas de clareamento de 

nervura neste mesmo período somente na planta inoculada com 10 pulgões (tabela 

5). 

O primeiro sintoma apresentado pelas planta infectadas, foi uma epinastia.  

Segundo Matthews (1991), a epinastia está relacionada com o estímulo na produção 

de etileno pela planta em função da infecção por vírus. 
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Fig. 5 – Plantas de algodão com sintoma de epinastia. 

 

Tabela 4 - Resultados obtidos após a inoculação através diferentes número de 
vetores (Aphis gossypii Glover). 

PLANTAS 5 pulgões 10 pulgões 10 pulgões CK- Testemunha 
DELTAOPAL 0/4 0/4 0/1 0/1 

IAC 24 0/4 1/4 0/1 0/1 
DP 4049 1/4 1/4 0/1 0/1 

CNPA ITA 90 1/4 2/4 0/1 0/1 
Legenda: a/b, a = nº de plantas com sintoma e b = nº total de plantas inoculadas  

 
Tabela 5 - Sintomas desenvolvidos pelas 4 cultivares testadas de algodão após um 
mês de inoculação 

PLANTAS 

INOCULADAS Epinastia Enrolamento 
Enrol. + 

clareamento 
de nervuras 

Desenv. 
Reduzido 

(porte/ folhas) 
DELTAOPAL (5) - - - - 
DELTAOPAL (10) - - - - 

IAC 24 (5) +/- - - - 
IAC 24 (10) + + + + 
DP 4049 (5) + + + + 
DP 4049 (10) + + + + 

CNPA ITA 90 (5) + + + + 
CNPA ITA 90 (10) + + + + 

Legenda: - = sem sintoma; +/- = aparente início de sintoma; + = com sintoma.  Entre parênteses estão 
os números de pulgões utilizados. 
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4.4.2. Experimento 2 – Estudo de resistência de alguns materiais relacionados a 

não preferência pelo vetor 

 

Nas tabelas (6 a 12) constam médias e seus respectivos desvios padrão. 

Foram feitas contagens de afídeos Aphis gossypii em todas as bandejas das 3 

cultivares sem considerar a bandeja testemunha (sem pulgões).  O valor alto do 

desvio padrão da média indica uma diferença na população média de pulgões em 

cada bandeja.  Estas diferenças encontradas entre bandejas da mesma cultivar podem 

estar relacionadas com a preferência alimentar do inseto. 

Os gráficos (1 a 7) indicam a distribuição da população de pulgões nas 

bandejas.  Pode-se observar que, de uma maneira geral, houve um deslocamento dos 

afídeos das plantas infestadas para as adjacentes nas cultivares DELTAOPAL e IAC 

24.  Já na CNPA ITA 90 observa-se uma maior preferência do vetor, visto que quase 

não houve movimentação do vetor.   

Os resultados obtidos indicam uma suscetibilidade da CNPA ITA 90 e a 

resistência da DELTAOPAL e da IAC 24 relacionada a uma maior preferência de 

alimentação pelo pulgão. 

Esta relação de resistência ao vírus e de preferência de alimentação pelo vetor 

foi estudada em batata por Souza-Dias e Slack (1987) e Souza-Dias (1988), onde na 

cultivar Russet Burbank, apesar da sua alta suscetibilidade (refletida em expressão 

fenotípica da virose e maior concentração do vírus durante todo o ciclo da planta), o 

vetor Myzus persicae apresentou-se em menor número nesta cultivar, comparada 

com a Kathadin.  A Kathadin destacou-se por apresentar menor concentração de 

antígenos de PLRV (restringe a sua replicação), mas foi extremamente atrativa para o 

pulgão.  Uma menor concentração de vírus na planta reflete em uma menor 

disseminação da virose.  Estes estudos apontam uma relação inversa, onde a 

resistência varietal ao afídeo pode não ser um parâmetro de abordagem adequado à 

restrição na disseminação de viroses. 

Baseando-se nisto, há probabilidade de cultivares consideradas resistentes em 

campo, possuírem suscetibilidade ao vírus.  Porém, até o presente, não se tem meios 

de quantificar a concentração de vírus da planta, uma vez que o agente viral nunca 

foi purificado. 
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Tabela 6 - Média de afídeos em cada grupo (infestada, adjacente e periférica) das 
três bandejas com 24 plantas e a média total (25/10/2002). 

Cultivares 
Plantas 

infestadas 

Plantas 

adjacentes 

Plantas 

periféricas 
Média Total 

CNPA ITA 90 62,67 (20,40) 2,67 (4,62) 0,00 (0,00) 65,33 (24,83) 

DELTAOPAL 68,00 (20,95) 7,00 (4,58) 0,00 (0,00) 75,00 (23,64) 

IAC 24 70,00 (11,79) 3,33 (3,51) 5,00 (1,00) 78,33 (7,37) 

 

Tabela 7 - Contagem de afídeos em plantas infestadas, adjacentes e periféricas das 
três bandejas com 24 plantas e a média total (28/10/2002). 

Cultivares 
Plantas 

infestadas 

Plantas 

adjacentes 

Plantas 

periféricas 
Média Total 

CNPA ITA 90 79,67 (11,93) 5,67 (6,66) 0,00 (0,00) 120,67 (73,33) 

DELTAOPAL 95,00 (13,11) 12,33 (10,69) 6,00 (8,72) 113,33 (15,95) 

IAC 24 103,33 (84,74) 17,00 (14,93) 10,00 (3,46) 130,33 (95,08) 

 

Tabela 8 - Contagem de afídeos em plantas infestadas, adjacentes e periféricas das 
três bandejas com 24 plantas e a média total (31/10/2002). 

Cultivares 
Plantas 

infestadas 

Plantas 

adjacentes 

Plantas 

periféricas 
Média Total 

CNPA ITA 90 36,67 (23,97) 5,67 (6,66) 0,00 (0,00) 42,33 (29,14) 

DELTAOPAL 11,33 (9,50) 12,33 (10,69) 6,00 (8,72) 29,67 (9,07) 

IAC 24 6,33 (3,21) 17,00 (14,93) 10,00 (3,46) 33,67 (14,74) 

 

Tabela 9 - Contagem de afídeos em plantas infestadas, adjacentes e periféricas das 
três bandejas com 24 plantas e a média total (04/11/2002). 

Cultivares 
Plantas 

infestadas 

Plantas 

adjacentes 

Plantas 

periféricas 
Média Total 

CNPA ITA 90 27,67 (38,48) 2,67 (3,06) 0,00 (0,00) 30,33 (38,21) 

DELTAOPAL 5,33 (9,24) 1,00 (1,73) 1,00 (1,00) 7,33 (7,77) 

IAC 24 3,66 (4,73) 0,30 (0,58) 0,00 (0,00) 3,67 (4,58) 
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Tabela 10 - Contagem de afídeos em plantas infestadas, adjacentes e periféricas das 
três bandejas com 24 plantas e a média total (08/11/2002). 

Cultivares 
Plantas 

infestadas 

Plantas 

adjacentes 

Plantas 

periféricas 
Média Total 

CNPA ITA 90 82,67 (131,15) 20,00 (32,08) 0,00 (0,00) 102,67 (163,23) 

DELTAOPAL 22,00 (38,10) 4,33 (0,577) 2,00 (3,46) 28,33 (36,17) 

IAC 24 11,67 (18,50) 1,67 (2,89) 1,67 (2,89) 15,01 (24,27) 

 

Tabela 11 - Contagem de afídeos em plantas infestadas, adjacentes e periféricas das 
três bandejas com 24 plantas e a média total (11/11/2002). 

Cultivares 
Plantas 

infestadas 

Plantas 

adjacentes 

Plantas 

periféricas 
Média Total 

CNPA ITA 90 224,00 (326,59) 113,00 (145,16) 0,00 (0,00) 337,00 (471,22) 

DELTAOPAL 55,33 (92,38) 44,00 (20,95) 33,33 (46,14) 132,67 (88,49) 

IAC 24 77,00 (92,24) 18,33 (4,72) 25,33 (32,81) 120,67 (128,59) 

 

Tabela 12 - Contagem de afídeos em plantas infestadas, adjacentes e periféricas das 
três bandejas com 24 plantas e a média total (15/11/2002). 

Cultivares 
Plantas 

infestadas 

Plantas 

adjacentes 

Plantas 

periféricas 
Média Total 

CNPA ITA 90 222,00 (327,56) 108,33 (146,12) 4,33 (5,13) 334,67 (469,58) 

DELTAOPAL 25 (12,29) 119,33 (35,79) 44 (32,45) 188,33 (57,49) 

IAC 24 200,67 (270,51) 73 (78,81) 184 (294,51) 457,67 (643,81) 
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Gráfico 1 – Distribuição dos afídeos após 7 dias após a colocação de 40 pulgões 
distribuídos em 4 plantas centrais (infestadas).  
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Gráfico 2 – Distribuição dos afídeos após 10 dias após a colocação de 40 pulgões 
distribuídos em 4 plantas centrais (infestadas).  
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Gráfico 3 – Distribuição dos afídeos após 13 dias após a colocação de 40 pulgões 
distribuídos em 4 plantas centrais (infestadas).  
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Gráfico 4 – Distribuição dos afídeos após 17 dias após a colocação de 40 pulgões 
distribuídos em 4 plantas centrais (infestadas).  
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Gráfico 5  – Distribuição dos afídeos após 21 dias após a colocação de 40 pulgões 
distribuídos em 4 plantas centrais (infestadas).  
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Gráfico 6 – Distribuição dos afídeos após 24 dias após a colocação de 40 pulgões 
distribuídos em 4 plantas centrais (infestadas).  
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Gráfico 7 – Distribuição dos afídeos após 28 dias após a colocação de 40 pulgões 
distribuídos em 4 plantas centrais (infestadas).  
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4.4.3. Experimento 3 e 4 - Avaliação de resistência de  materiais genéticos em 

casa-de-vegetação 

 

No experimento 3, conforme a tabela 13, podemos observar uma diferença 

significativa entre as cultivares.  A BRS AROEIRA se destacou em relação aos 

demais, apresentando maior resistência.  Já a CNPA ITA 90 e a MAKINA, 

mostraram-se extremamente suscetíveis. 

Os resultados observados no experimento 4 podem ser vistos na tabela 14, 

onde as cultivares BRS AROEIRA e SURE GROW 618 se mostraram resistentes à 

doença azul, enquanto que as cultivares FABRIKA e MAKINA mostraram-se mais 

suscetíveis. 

Feita a repetição do experimento 4, observou-se que as cultivares/linhagens: 

BRS AROEIRA, FIBERMAX 966, DELTAOPAL, COODETEC 406, IAC 01/639, 

MG 99405, IAC 24 e SURE GROW 618 apresentaram maior resistência. Por outro 

lado, a CNPA ITA 90, a MAKINA, a FABRIKA e a STONEVILLE 618 

apresentaram maior suscetibilidade à esta virose. 

Nestes experimentos não houve diferença significativa entre blocos. 
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De acordo com resultados de outros pesquisadores, as cultivares resistentes 

são: DELTAOPAL, a BRS AROEIRA, a FIBERMAX 986 e a IAC 24 (ANDRADE et 

al., 1999; CIA et al., 2003; DEGRANDE, 2000, FREIRE et al., 2001; SUASSUNA et al., 

2003) e as cultivares MAKINA, FABRIKA, CNPA ITA 90 e FIBERMAX 966 são 

consideradas suscetíveis (ANDRADE et al., 2001, CASSETARI-NETO, 2001; CIA et al., 

2003, FREIRE et al., 1999a, SUASSUNA et al., 2003).  

Houve diferença entre os materiais genéticos em casa-de-vegetação, 

conforme as tabelas 13, 14 e 15.  Sendo que a maioria dos dados obtidos foram 

semelhantes aos de campo (CIA et al., 2003; SUASSUNA et al., 2003).  Com exceção 

de algumas cultivares como a FIBERMAX 986 e FIBERMAX 966.  Em campo a 

FIBERMAX 986 foi melhor que a FIBERMAX 966 (CIA et al., 2003; SUASSUNA et 

al., 2003), enquanto que em casa-de-vegetação as duas foram iguais estatisticamente. 

Confirmando dados obtidos em estudos de campo feitos por Cia et al. (2003), 

Freire et al. (2001) e Suassuna et al. (2003) a BRS AROEIRA demonstrou maior 

resistência à doença azul.  Já as cultivares MAKINA, FABRIKA e CNPA ITA 90 

mostraram-se altamente suscetíveis. 

 Observou-se durante a análise dos dados que as cultivares consideradas como 

resistentes e altamente suscetíveis mantiveram-se constante.  Porém as 

cultivares/linhagens que se localizavam entre estes dois extremos, ocorreu variação 

de um experimento para o outro.   

 Variações neste tipo de experimento são comuns.  Em melhoramento para 

seleção de cultivares são necessários no mínimo 3 anos para a obtenção de dados que 

representem melhor o comportamento do material genético (CIA, 2003, Informação 

verbal)16. 

 O estudo de cultivares e linhagens em casa-de-vegetação pode ser utilizado 

como um outro método de avaliação de materiais genéticos. 

 

 

 

 

 
                                                           
16 CIA, 2003, conversa informal. 
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Tabela 13 – Resultados do Experimento 3: Avaliação de 12 materiais genéticos 
para resistência a doença azul. 

Cultivares Média das notas 

BRS AROEIRA  1,95 a * 

IAPAR 94-227-918  2,20 a  b 

IAC 24  2,20 a  b 

SURE GROW 618  2,25 a  b 

DELTAOPAL  2,35 a  b c 

FIBERMAX 966  2,35 a  b c 

IAC 01/639  2,40 a  b c 

COODETEC 407  2,65     b c 

FABRIKA  2,65     b c 

FIBERMAX 986  2,71     b c 

CNPA ITA 90  2,95        c 

MAKINA  2,95        c  
* Teste de Duncan a 5% de significância. 
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Tabela 14 – Resultados do Experimento 4: Avaliação de 16 materiais genéticos para a 
resistência a doença azul. 

Cultivares Média de notas 

BRS AROEIRA                         1,09 a*  

SURE GROW 618                         1,13 a 

MG 99405                         1,21 a b 

COODETEC 406                         1,22 a b 

FIBERMAX 966                         1,23 a b 

COODETEC 407                         1,24 a b 

FIBERMAX 986                         1,27 a b 

IAC 24                         1,33 a b c 

PR 99-123                         1,38 a b c 

IAC 01/639                         1,52    b c d 

DELTAOPAL                         1,54    b c d 

CNPA ITA 90                         1,56    b c d 

IAPAR 94-227-918                         1,56    b c d 

STONEVILLE 474                         1,69       c d 

FABRIKA                         1,82          d 

MAKINA                         1,91          d 
* Teste de Duncan a 5% de significância. 
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Tabela 15 – Resultados da repetição do Experimento 3: Avaliação de 16 materiais 
genéticos para resistência a doença azul. 

Cultivares Média de notas 

BRS AROEIRA 1,12 a * 

FIBERMAX 966                            1,16 a 

DELTAOPAL                            1,16 a 

COODETEC 406                            1,19 a 

IAC 01/639                            1,20 a 

MG 99405                            1,20 a 

IAC 24                            1,22 a 

SUREGROW 618                            1,25 a 

PR 99-123   1,26 a b 

FIBERMAX 986   1,27 a b 

COODETEC 407   1,36 a b 

IAPAR 94-227-918      1,81 a b c 

CNPA ITA 90      2,05       c 

MAKINA      2,06       c 

FABRIKA      2,09       c 

STONEVILLE 474     2,37       c 
* Teste de Duncan a 5% de significância. 

 
4.5. Teste Sorológico 

 

Em testes preliminares, amostras de folhas de plantas utilizadas como fonte de 

inóculo da doença azul foram testados para antissoros de dois vírus de maior 

freqüência na família Potyviridae: Potato virus A (PVA), e (Potato virus Y) PVY 

para um do gênero Carlavirus: Potato virus S (PVS), onde não reagiram 

sorologicamente (dados não apresentados).  

Concentrando os estudos para a hipótese da doença azul estar associada à 

família Luteoviridae foram utilizados testes ELISA com antissoro monoclonais para 

Beet western yellow virus (BWYV), em 11 plantas da cultivar CNPA ITA 90 e uma 
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DELTAOPAL, provenientes de casa-de-vegetação.  Destas, 7 amostras apresentaram 

valores inferiores a 2 vezes a média dos controles negativos: 0,070.  Entretanto 

valores médios das outras 5 amostras foram ligeiramente mais altas (>0,140 nm).  Os 

resultados obtidos com o antissoro para BWYV poderiam revelar um baixo nível, 

porém não são resultados consistentes, merecendo investigações futuras quanto a 

relação imunológica com este vírus. 

Além destes resultados, constatou-se em testes efetuados pela Dra. Jurema 

Schons, que inicialmente não ocorreu relação sorológica entre a doença azul e o 

BYDV-PAV, o BYDV-MAV bem como, em testes efetuados pelo Dr. Marcos 

Gonçalves, para o ScYLV. 

Não foi possível sustentar a relação antigênica obtida por Lenardon (2003)17 

para o BYDV que fortaleceria a hipótese do vírus da doença azul ser um membro da 

família Luteoviridae. 

 
Tabela 16 - Teste para o BWYV: média das repetições das leituras de absorbância 
(A 450 nm) 

Amostras Leitura 

1) CNPA ITA 90 0,047 

2) CNPA ITA 90 0,147 

3) DELTAOPAL 0,131 

4) CNPA ITA 90 0,107 

5) CNPA ITA 90 0,103 

6) CNPA ITA 90 0,147 

7) CNPA ITA 90 0,135 

8) CNPA ITA 90 0,165 

9) CNPA ITA 90 0,126 

10) CNPA ITA 90 0,185 

11) CNPA ITA 90 0,190 

12) CNPA ITA 90 0,111 

13) Controle Negativo (CNPA ITA 90) 0,070 

 
                                                           
17 LENARDON, 2003, op. cit.  
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Tabela 17 - Teste para o PLRV: leituras de absorbância (A 450 nm): 

Amostras Leitura 

1) CNPA ITA 90 -0,040 

2) CNPA ITA 90 -0,034 

3) CNPA ITA 90 -0,011 

5) CNPA ITA 90 (casa de vegetação) -0,031 

6) CNPA ITA 90 (casa de vegetação) -0,009 

7) Controle Negativo (batata) 0,125 

8) Controle Positivo (batata) > 2,000 

 

Tabela 18 - Teste para o PLRV: média das repetições das leituras de absorbância (A 
450 nm): 

Amostras Leitura 

1) CNPA ITA 90  0,240 

2) CNPA ITA 90  0,766 

3) DELTAOPAL  0,656 

4) CNPA ITA 90  0,679 

5) CNPA ITA 90  0,660 

6) CNPA ITA 90  0,545 

7) CNPA ITA 90  0,606 

8) CNPA ITA 90  0,937 

9) CNPA ITA 90 0,891 

10) CNPA ITA 90 1,090 

11) CNPA ITA 90 1,169 

12) CNPA ITA 90 0,794 

13) Controle Negativo (CNPA ITA 90) 0,963 

14) Controle Negativo (batata) 0,866 

15) Controle Positivo (batata) > 2,000 
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4.6. Testes moleculares 

 

Dando continuidade às investigações, utilizamos uma outra técnica de diagnose 

extremamente sensível, a técnica molecular conhecida como PCR. 

Partindo do princípio de ser um luteovírus, tendo assim seu genoma composto 

por uma fita simples de RNA de senso positivo, a técnica utilizada foi o RT-PCR. 

Visto que os primers Lu1 e Lu4 utilizados por ROBERTSON et al. (1991) foram 

utilizados com sucesso na detecção de PLRV, BWYV, BYDV (estirpes SGV, RPV, 

RMV, MAV e PAV), foram confeccionados os mesmos primers para o estudo da 

doença azul.  Segundo o mesmo autor, as bandas encontradas para os diferentes 

luteovírus foram de 530 pares de base. 

Os primers 3 e 4 para PLRV foram utilizados com sucesso por SOUZA-DIAS et 

al.(1999, 2000), onde obtiveram 358 pares de base. 

As amostras testadas foram: duas provenientes de Gossypium hirsutum L. 

‘CNPA ITA 90’ com a doença azul (1 e 2), uma sadia da mesma cultivar (3), um 

controle positivo de Solanum tuberosum L. com PLRV (4) e um controle negativo 

desta mesma planta (5). 

Nas figuras 6, 7 e 8 observa-se que, conforme os resultados obtidos por 

Robertson et al. (1991) para o PLRV, houve a formação de bandas entre 500 e 600bp 

com os primers Lu1 e Lu4, bem como para os primers 3 e 4 para PLRV utilizado por 

Souza-Dias et al. (1999, 2000), obtendo-se bandas entre 300 e 400bp.  Porém o 

mesmo não ocorreu para as amostras com a doença azul, bem como para os controles 

negativos de batata e algodão. 

Mesmo com variações de cDNA, primer antisense, RNA, Taq polimerase e 

dNTP a fim de otimizar as análises com os primers do grupo de luteovírus, não foi 

possível obter bandas indicativas da presença do vírus. 
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Fig. 6 – Teste PCR com cinco amostras (1 e 2: com a doença 
azul provenientes de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’; 3: 
sadia da mesma cultivar; 4: controle positivo de Solanum 
tuberosum L. com PLRV ; 5: controle negativo) e os primers 3 e 4  
para o PLRV e primers universais para luteovírus.  

 
 

 
Fig. 7 – Teste de PCR com 5 amostras (1 e 2: com a doença azul 
provenientes de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’; 3: sadia 
da mesma cultivar; 4: controle positivo de Solanum tuberosum L. 
com PLRV ; 5: controle negativo)e os primers universais para 
luteovírus. Legenda: s/a= sem amostra.  

 
 



 62

 

 
Fig. 8 – Teste de PCR com 5 amostras (1 e 2: com a doença azul 
provenientes de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’; 3: sadia 
da mesma cultivar; 4: controle positivo de Solanum tuberosum L. 
com PLRV ; 5: controle negativo) e os primers universais para 
luteovírus.  

 

 Os resultados obtidos através de testes moleculares não comprovaram a 

identidade de luteovírus para a doença azul do algodoeiro, porém é extremamente 

importante que se dê continuidade aos estudos, testando demais primers para este 

grupo. 

 

4.7. Alterações anatômicas causadas pelo vírus 

 

4.7.1. Indícios de alterações químicas no conteúdo das células parenquimáticas 

 

Uma alteração química no conteúdo dessas células (do mesofilo) foi 

observada, quando se compararam cortes de folhas sadias (fig. 9) e da doença azul 

(fig. 10), isto é, o corante reagiu diferentemente nestas duas amostras, apresentando 

um precipitado de coloração azulada ou avermelhada no interior das mesmas. 

Os cloroplastos dos tecidos infectados apresentaram-se íntegros na região 

periférica das células do parênquima paliçádico, sendo que em algumas células os 

mesmos não ficaram visíveis na região central havendo uma forte reação do corante 

com o conteúdo celular (fig. 10).  Porém em folhas provenientes de plantas 

inoculadas por um período de 48 horas de alimentação do pulgão (fig. 11) e em 
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plantas inoculadas por enxertia (fig. 12) não apresentaram reações tão intensas, sendo 

possível visualizar a integridade dos mesmos.  Esta diferença observada parece estar 

relacionada com o estágio de avanço da doença, o que necessita ser confirmado em 

estudos futuros. 

 
Figura 9 – Corte transversal de folha de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ sadio. A e B= 
aumento 200x; C a F= aumento 400x. E= epiderme; Fv= feixe vascular; Pe= parênquima esponjoso; 
Pp= parênquima paliçádico; Tr= tricoma.  As setas indicam os cloroplastos.  
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Figura 10 – Corte transversal de folha de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ com sintoma da 
doença azul. A= 800x; B= 600x; C= 400x; D= 600x; E e F= 200x; G a I= 400x; J a L= 600x. E= 
epiderme; Fv= Feixe vascular; N= núcleo; Pp= parênquima paliçádico; Pe= parênquima esponjoso; 
Tr= tricoma. As setas indicam a alteração química no interior das células 
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Figura 11 – Corte transversal de limbo foliar de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ inoculado 
com pulgão por 48 horas.  A e B= 400x; C= 600x; D= 800x.  E= epiderme; Pe= parênquima 
esponjoso; Pp= parênquima paliçádico.  As setas indicam os cloroplastos. 
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Figura 12 – Corte transversal de limbo foliar de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ inoculado 
por enxertia.  A a C= 1000x; D= 1500x; E= 2000x.  Dr= drusas; E= epiderme; Fv= feixe vascular; 
Pe= parênquima esponjoso; Pp= parênquima paliçádico. 
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4.7.2. Presença de estruturas semelhantes a inclusões 

 

Nos tecidos de plantas de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ com a 

doença azul preparadas com o IKI e azul de anilina ou somente com o azul de 

anilina, visualizou-se partículas com formato alongado principalmente na região do 

floema (fig.14 A, C, D e E; fig.17 H) podendo ocorrer mais raramente no xilema 

(fig.14 B). 

Estas partículas são observadas apenas nas plantas infectadas, assemelhando-

se as descritas por ESAU (1960a), possuindo formato ovóide-alongado e afilados. Por 

outro lado, não se observou a presença destas em tecidos sadios (fig.13 e 15).  Em 

cortes transversais de pecíolo, de nervura e de caule infectados com a doença azul, 

estas estruturas são visualizadas em grande número no floema (fig.16, 17 e 18). 

Estas estruturas podem ser vistas em microscopia óptica, permitindo que seja 

analisada uma grande área de tecido (CHRISTIE e EDWARDSON, 1985). 

Tendo em vista a característica anucleada das células maduras do floema, as 

estruturas observadas não se tratam de núcleo.  Comparando planta sadia e infectada 

observa-se que na sadia estas estruturas não estão presentes. 

A presença de inclusões no floema indica uma provável preferência do vírus 

a este tecido.    
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Figura 13 - Corte longitudinal do caule sadio de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ na região 
do floema. A, B, C e D= 800x; E, F e G= 2000x. C= calose. 
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Figura 14 - Corte longitudinal de caule de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ com sintoma da 
doença azul. A= região do floema, aumento: 800x; B= Região do xilema, aumento: 2000x; C= região 
do floema, aumento: 600x; D e E =  região do floema e xilema, aumento: 2000x e 800x, 
respectivamente. As setas indicam as inclusões.  
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Figura 15 – Cortes de pecíolo e nervura principal de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ 
sadio.  A= pecíolo visão geral 100x; B= pecíolo detalhe feixe vascular: 200x; C e D= nervura 
principal visão geral: 150x; E e F= nervura principal detalhe: 400x; G= nervura principal detalhe: 
600x; H= nervura principal detalhe: 800x.  E= epiderme; Dr= drusa; F= floema; Pc= parênquima 
cortical; Pe= parênquima esponjoso; Pp= parênquima paliçádico.  
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Figura 16 – Corte transversal de pecíolo de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ inoculado com 
pulgão por 48h de alimentação.  A= 400x; B= 800x; C a G= 1000x; H a L= 2000x.  F= floema; Pc= 
parênquima cortical; Pcr= placa crivada; X= xilema.  As setas indicam as inclusões na região do 
floema. 
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Figura 17 - Corte de pecíolo de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ inoculado com pulgão por 
48h de alimentação.  A e B= transversal 1000x; C a G= transversal 2000x ; H= longitudinal 2000x. 
Dr= drusas; F= floema; Pcr= placa crivada; X= xilema.  As setas indicam as inclusões. 
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Figura 18 – Corte transversal da nervura principal de folha de Gossypium hirsutum L.‘CNPA ITA 
90’ com sintoma de doença azul. A= 150x; B= 400x; C e D= 600x; E= 800x; F= 2000x. Dr= drusas; 
E= epiderme; F= floema; Pc= parênquima cortical; Pe= parênquima esponjoso; Pp= parênquima 
paliçádico; X= xilema. As setas indicam as inclusões. 
 

4.7.3. Drusas 

 

As substâncias ergásticas são produtos de reserva ou metabólitos resultantes 

das atividades celulares, entre elas estão vários cristais.  Estes cristais podem ocorrer 

de forma simples ou agregados, sendo em sua maioria, compostos de oxalato de 

cálcio (ESAU, 1976). 
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Estes cristais parecem estar relacionados com a resposta da planta à infecção 

causada pelo patógeno, sendo anteriormente vistos em maior abundância nas células 

parênquimáticas de plantas com o murchamento avermelhado, quando comparadas 

às plantas sadias (QUEIROZ-VOLTAN, 1995). 

Pode-se observar que em plantas sadias (fig.15) as drusas estavam presentes 

em menores proporções, enquanto que em plantas com a doença azul (fig.16 a 19). 

 

 
Figura 19 – Cortes longitudinais de caule de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ com 
sintoma de doença azul.  A e B= lâminas permanentes 400x; C= lâminas a fresco com azul de anilina 
800x.  F= floema; Me= medula; X= xilema.  As setas indicam os agrupamentos drusas. 
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4.7.4. Calose 

 

Utilizando a técnica de IKI e azul de anilina, foi possível visualizar calose, 

através da microscopia óptica, onde as plantas infectadas pelo vírus apresentaram 

uma concentração maior da mesma (fig. 21) comparada com as plantas sadias 

(fig.20).  Este maior acúmulo de calose parece estar relacionada à infecção do vírus 

no floema (ESAU, 1961; 1977). 

 

 
Figura 20 - Corte longitudinal do caule sadio de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ na região 
do floema. A= aumento: 800x; B e C= aumento 2000x. As setas indicam a calose. 
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Figura 21 – Caule de Gossypium hirsutum L. ‘CNPA ITA 90’ com sintoma da doença azul. A= 
corte transversal: 2000x; B a H= corte longitudinal (aumentos: B a D= 800x; E a H= 2000x). As setas 
indicam a calose.  
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5. CONCLUSÕES 

 

1 -  O vírus não se transmitiu mecanicamente. 

 

2 –  Os resultados dos testes de transmissão por afídeo revelam característica 

circulativa (persistente) do vírus.  

 

3 - A enxertia de garfagem foi efetuada com sucesso, tanto de enxerto sadio e 

cavalo infectado como vice-versa, sendo uma ferramenta alternativa importante.  Em 

estudos de suscetibilidade de cultivares, este método pode ser empregado na 

identificação de cultivares imunes. 

  

4 - O estudo de cultivares resistentes em casa-de-vegetação pode ser utilizado 

como um outro método de avaliação de materiais genéticos.  É importante que neste 

tipo de estudo seja considerada a relação de resistência ao inseto em relação à não 

preferência. 

 

5 - Para os ensaios em DAS-ELISA não houve relação antigênica para os 

antissoros policlonais de BYDV, PLRV, ScYLV.  

 

6 - Os testes moleculares foram negativos para primers universais para PLRV e 

para o grupo de luteovírus. 

 

7 - As plantas de algodão CNPA ITA 90 infectadas com a doença azul 

apresentaram maior acúmulo de calose, uma maior quantidade de drusas, os 

cloroplastos íntegros, uma aparente alteração química no interior da célula do 

parênquima paliçádico do limbo foliar e encontraram-se inclusões nos vasos do 

floema e ocasionalmente no xilema.  O acúmulo de calose e a presença de inclusões 

no floema indicam que este vírus está relacionado a esse tecido. 
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8 - Apesar de terem sido observadas características de luteovírus, o agente viral 

da doença azul neste estudo, indicou sorologicamente e molecularmente a 

possibilidade de não sustentar a identidade nesta família. 
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APÊNDICE 1 – Soluções utilizadas na preparação do tampão de inoculação 

mecânica. 

 

1. Solução tampão de KH2PO4 

 13,6 g de KH2PO4 

  500 ml de água destilada 

 

2. Solução tampão de Na2HPO4 

 35,8 g de Na2HPO4 

 500 ml de água destilada 
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APÊNDICE 2 – Soluções tampão, utilizadas para a preparação e execução do teste 

DAS-ELISA. 

 

1. Solução tampão de cobertura (Tampão Carbonato), pH 9,6 

1,59 g de Na2CO3; e 

2,93 g de Na2HCO3. 

Diluir em 1 litro de água destilada. 

 

2. Solução tampão PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4 

1 litro de água destilada; 

8,0 g de NaCl; 

0,2 g de KH2PO4; 

2,9 g de Na2HPO4 . 2H2O ou 1,15 g de Na2HPO4; 

0,2 g de KCl; e 

0,5 ml de Tween 20. 

Diluir tudo em 1 litro de água destilada. 

 

3. Solução utilizada na preparação da solução tampão de extração e de conjugado 

20,0 g de Polivinilpirrolidona; 

2,0 g de ovo albumina; e 

0,2 g de NaN3 (azida sódica). 

Dissolver em 1 litro de PBS Tween. 

 

4. Solução tampão de substrato, pH 9,8 

97 ml de dietanolamina; e 

0,5 g de NaN3. 

Diluir em 1 litro de água destilada. 
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5. Solução de lavagem 

1 litro de água destilada; e 

1 ml de Tween 20.   
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APÊNDICE 3 – Séries de desidratação e hidratação as quais as amostras foram 

submetidas na preparação das lâminas permanentes. 

 

1. Série de desidratação 

1º) Álcool 50° por uma hora; 

2º) Álcool 50° por uma hora; 

3º) Álcool 70° por uma hora;  

4°) Álcool 80° por uma hora; 

5°) Álcool 90° por uma hora; 

6°) Álcool 100° por uma hora; 

7°) Álcool 100° por uma hora; 

8°) Álcool 100° + Xilol (2:1) por uma hora; 

9°) Álcool 100° + Xilol (1:2) por uma hora; e 

10°) Xilol puro por uma hora. 

 

2. Série de hidratação 

 1°) Xilol por 10 minutos; 

 2º) Xilol por 10 minutos; 

 3º) Álcool + xilol (1:1) por 1 minuto; 

 4º) Álcool 100° por um minuto; 

 5º) Álcool 90° por um minuto; 

 6º) Álcool 80° por um minuto; e 

 7°) Álcool 70°  por um minuto. 
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APÊNDICE 4 - Fixador, adesivo e corantes utilizados na preparação de lâminas 

permanentes e à fresco. 

 

1. F.A.A 50% para fixação de material: 

90% de álcool etílico absoluto p.a. 50°; 

5% de formol; e 

5% de ácido acético. 

 

2. Adesivo “Haupt” 

1 g de gelatina; 

15 ml de glicerina; 

2 g de fenol; e 

100 ml de água destilada. 

 

3. Preparação da safranina 

2,5 g de safranina; e  

250 ml de álcool 50º. 

 

4. Preparação de “alcian blue” 

1 g de “alcian blue”; 

100 ml de água destilada; 

gotas de ácido acético p.a.; e 

2 ml de formol p.a. à 40%. 

 

5. Solução de IKI  

5g de iodo; 

10g de iodeto de potássio; e 

10ml de água destilada. 
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6. Solução de azul de anilina 

0,1% de azul de anilina; e 

água destilada. 
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APÊNDICE 5 – Soluções utilizadas na execução do RT-PCR. 

 

1. TampãoTAE (tris-acetato) 1 X: diluir da solução 50X: 

242 g Tris base; 

57,1 ml ácido acético glacial; e 

23,25 g de EDTA. 

 

2. Solução de loading buffer: 

0,2% azul de bromofenol; 

0,2% xylene cyanol; e 

50% glicerol em água. 

 

3. Gel de agarose 

0,6 g de agarose (Agarose NA, Amersham Pharmacia Biotech AB); 

50 ml de tampão TAE 1x. 

O gel foi obtido por aquecimento em microondas. 
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