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Resumo:

A citricultura brasileira € mundialmente muito importante, sendo uma
atividade essencial para o agronegocio. Entretanto, a produtividade ainda é
baixa devido a incidéncia de pragas e doencgas, dentre estas a tristeza dos
citros, é considerada mundialmente uma das mais importantes viroses que
atingiram a cultura nos ultimos 90 anos. A transmissdo do virus da tristeza
pode ser efetuada por sete diferentes espécies de afideos, nas condicdes
brasileiras apenas a transmissdo pelo pulgdo preto Toxoptera citricida
Kirkaldy € rapida e eficiente. Neste trabalho foi avaliada a eficiéncia de
transmissdo de trés estirpes virais pelo vetor em condigdes parcialmente
controladas (casa de vegetacdo). A comprovacao da infeccdo das plantas
pelo CTV foi obtida por meio de Reagédo em cadeia polimerase (PCR).

Introducao

A citricultura é ameacada por diversas doencgas que atingem a cultura, sendo
estas causadas por diversos fitopatdgenos, como fungos, virus, viroides,
bactérias, nematoides, os quais acometem a producdo e a qualidade de
frutos (ZANUTTO, 2009). Dentre estes, destaca-se a tristeza dos citros,
causada pelo Citrus tristeza virus, que nas condi¢des brasileiras dissemina-
se por meio da propagacdo de borbulhas infectadas e, principalmente,
através do seu inseto vetor, o pulgdo preto Toxoptera citricida K. (BATISTA
et al., 2008). Dessa forma, a tristeza dos citros representa uma ameaca para
citricultura devido sua natureza endémica, a alta taxa de variagdo do virus e
presenca universal do vetor Toxoptera citricida (ZANUTTO, 2009).
Baseando-se no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
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eficacia da transmissdo do virus Citrus tristeza virus por meio do seu vetor
Toxoptera citricida em condicdes de casa de vegetacao.

Materiais e métodos
Implantacdo do experimento

O experimento foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia
Aplicada (NBA) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Foram
mantidas plantas de limé&o cravo (Citrus limonia Osbeck) e laranja Péra
(Citrus sinensis L. Osbeck) livres de virus enxertadas sobre lim&o cravo em
condi¢Oes parcialmente controladas em casa de vegetacao.

Isolados de CTV e Transmissao afidial

Foram utilizados trés isolados do Citrus tristeza virus, sendo dois isolados
fracos (CS1 e PIAC), e um forte (Forte Rolandia), coletados no estado do
Parana e mantidos em mudas de laranja Pera em condicdo de casa de
vegetacdo do NBA. Colonias de Toxoptera citricida k. Foram coletadas a
campo em pomares das regides Norte e Noroeste do estado do Parana. As
colonias de pulgbes foram coletas e armazenadas no interior de caixas de
isopor contendo gelo seco. Colbnias com cerca de 50 pulgdes foram
transferidas e mantidas em plantas de liméo cravo (Citrus limonia O.) livres
de virus no interior de gaiolas anti-afidicas em casa de vegeta¢édo durante 48
horas para a efetiva limpeza dos insetos. Posteriormente, apos a limpeza,
colénias compostas por cerca de 30 pulgbes foram transferidas para plantas
contendo os isolados PIAC, CS1 e Forte Rolandia para aquisicdo dos
respectivos isolados pelo vetor, sendo mantidas nestas por igual periodo de
48 horas seguindo protocolo descrito por Velazquez-Monreal et al. (2009).
Apés aquisicdo dos isolados, pulgdes individuais foram transferidos para
plantas de laranja pera livres de virus (C. sinensis L.) totalizando 72 plantas
inoculadas, sendo 24 plantas para cada isolado. Ao término do periodo de
transmissao (48hs), os pulgdes foram eliminados com o uso de inseticida e
as plantas monitoradas para se comprovar a colonizacdo pelo CTV por meio
da reacdo da polimerase em cadeia (PCR). As analises moleculares foram
realizadas de 90 a 260 dias. Para a realizacdo das andlises as plantas foram
divididas em 9 blocos com 8 plantas cada.

Extracdo e Reacédo da polimerase em cadeia (PCR)

Para efetuar o isolamento do RNA total dos isolados de CTV de cada uma
das amostras, foram utilizados 100 mg de folhas e nervuras central das
plantas. Os tecidos foram submetidos a trituragdo em almofariz com
nitrogénio liquido e o po6 resultante foi ressuspendido com 1,5 mL do
reagente Trizol (Life Technologies), prosseguindo com o protocolo de
extracdo segundo as recomendacdes do fabricante.
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O RNA total extraido dos isolados de CTV serviu de molde para as reacoes
de transcriptase reversa para se obter o DNA complementar (cDNA).
Aliguotas da primeira fita de cDNA foram utilizadas na amplificacdo do gene
da proteina do capsideo (GCP) por PCR (reagdo da polimerase em cadeia)
através dos primers CN-119 (5"AGA TCT ACC ATG GAC GAC GAA ACA
AAG 3%) e CN-120 (5" GAA TTC GCG GCC GCT CAA CGT GTG TTA AAT
TTC C 3. Os produtos das reacdes de amplificacdes foram analisados em
gel de agarose a 1,0% de acordo com o procedimento descrito por
SAMBROOK et al. (1989), com algumas modificacdes.

Resultados e Discusséo

O virus da tristeza faz parte da familia Closteroviridae e género
Closterovirus. Esse género é composto por virus transmitidos somente por
afideos de maneira semipersistente ZANUTTO (2009). E um virus limitado
ao floema que tem particulas virais longas, flexuosas e filamentosas de
aproximadamente 10-12 nm de diametro e 2.000 nm de comprimento. Para
que ocorra a transmissédo do CTV deve haver a introducéo direta nos tecidos
do floema pelo pulgdo, entrando nos elementos da seiva e se movendo na
direcéo dos acucares para as partes em crescimento da planta (LAINO et al.,
2016).

No presente estudo, a presenca do virus da tristeza dos citros foi detectada
aos 200 dias apo6s inoculacao afidial em dois blocos, sendo um inoculado
com o virus CSI e o outro com o protetivo PIAC. A taxa de transmisséo dos
isolados de CTV por meio de um unico pulgdo foi baixa, sendo que a
transmissdo do CS1 foi de 0,08% e 0,04% para PIAC, enquanto ndo houve
transmissdo detectada do virus Forte Rolandia em nenhuma das analises
realizadas até os 260 dias. Esses resultados corroboram com ZANUTTO
(2009) que detectaram a presenca apds 180 dias apods inoculagcdo com unico
vetor.
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Figura 1 — Gel de agarose 1% mostrando produto de amplificagdo por PCR do gene do
capsideo do CTV provenientes de plantas inoculadas com isolados PIAC (A), CS1 (K; L) e
Forte Rolandia (M) por Unico pulgdo Toxoptera citricida, 200 dias ap6s inoculacao.

Embora houvesse uma probabilidade maior de transmissibilidade para
isolados severos, diferengas entre transmissdo por isolados fracos né&o
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foram estatisticamente significativas. Estudos sugerem que a quantidade de
particulas virais adquiridas pelo pulgdo durante a alimentacdo pode
influenciar na taxa de transmissao, sendo esta uma possivel explicacéo para
o comportamento epidemiolégico do CTV em regibes onde as epidemias
anuais sdo causadas por pulgdes viruliferos migrantes. Além disso, varios
trabalhos relatam a correlagdo entre o numero de particulas virais
necessarias para uma infeccdo efetiva e o comportamento do pulgdo nos
processos de aquisi¢ao e inoculacdo do virus.

Dessa forma, resultados indicam que ha diferencas na eficacia de
transmissao entre isolados fortes e fracos de CTV por Unico afideo de
Toxoptera citricida em mudas de laranja Pera (Citrus sinensis).

Conclusodes

Por meio dos dados obtidos, evidenciou-se que ha diferencas na eficacia de
transmissdo entre isolados fortes e fracos de Citrus tristeza virus por um
unico afideo de Toxoptera citricida em mudas de Laranja Pera (Citrus
sinensis).
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