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Resumo:

Dentro do agronegocio a citricultura se destaca como sendo um setor
com alto potencial de expansao e competitividade. Problemas
fitossanitarios como virus e virbéides podem ocasionar problemas
produtivos e econdmicos, devido ao dificil controle e facilidade de
transmissdo. Cerca de 50% das patologias de plantas sdo causadas
por virus. No Brasil o Citrus tristeza virus (CTV) é transmitido de maneira
rapida e eficiente apenas pelo pulgdo preto Toxoptera citricida Kirkaldy. O
pulgdo possui transmissao do tipo semi-persistente e necessita se alimentar
de plantas infectadas pelo virus para a aquisicdo. Neste trabalho foi avaliada
a eficiéncia de transmissdo do CTV e analisado o padréo eletroforético do
virus quando se realizou a transmissao por um unico afideo.

Introducéo

Na Africa do Sul ocorreu o primeiro relato da tristeza dos citros, mas
ainda ndo se sabia qual era a causa da doenca (BORDIGNON et al.,
2003). Em 1946 um experimento com pulgdo preto dos citros
Toxoptera citricida (Kirkaldy) conduzidos por Meneghini revelou que a
doenca era causada por um virus. O Citrus tristeza virus possui
particulas longas, flexuosas e filamentosas de 10-12 nm de diametro e
2.000 nm de comprimento. Trata-se de um Closterovirus pertencente a
familia Closteroviridae que causa uma doenca conhecida como
tristeza dos citros e se limita ao floema das plantas (FEBRES et al.,
1996). Os principais sintomas ocasionados pelo CTV séo caneluras,
amarelecimento do pé franco, diminuicdo do tamanho dos frutos e
planta, além de declinio rapido. O CTV é composto por um complexo viral
que se relaciona imunologicamente com dois ou mais haplétipos
geneticamente diferentes. Assim 0 objetivo deste trabalho é observar a
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eficiéncia de transmissdo do virus por um unico afideo vetor e verificar
as diferencas no padrdo eletroforético dos isolados transmitidos via Vetor
em relacdo ao padrao da planta onde o pulgdo fez a aquisi¢cao do virus.

Materiais e métodos

Implantacdo do experimento

O experimento foi realizado Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada
(NBA) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Para o desenvolvimento
do presente estudo utilizou-se uma casa de vegetacdo, em condigoes
parcialmente controladas.

Isolados de CTV e transmissao afidial

Trés isolados do Citrus tristeza virus foram utilizados para a elaboragéo do
estudo, sendo eles dois isolados fracos (CS1 e PIAC), e um forte (Forte
Rolandia).

As colbnias de pulgbes foram coletadas no Norte e Noroeste do Parana e
armazenadas no interior de caixas de isopor contendo gelo seco a fim de
garantir a viabilidade dos afideos durante o transporte até o NBA. Colbnias
com cerca de 50 pulgdes foram transferidas e mantidas em plantas de lim&o
cravo (Citrus limonia O.) livres de virus no interior de gaiolas anti-afideas em
casa de vegetacdo durante 48 horas para a efetiva limpeza dos insetos.
Posteriormente, ap0s a limpeza, colénias compostas por cerca de 30
pulgdes foram transferidas para plantas infectada com uma estirpe viral os
isolados sdo PIAC, CS1 ou Forte Rolandia para aquisicdo dos respectivos
isolados pelo vetor Toxoptera citricida, sendo mantidas nestas por igual
periodo de 48 horas seguindo protocolo descrito por Velazquez-monreal et
al. (2009). Apo6s aquisicdo dos isolados, afideos individuais foram
transferidos para plantas de laranja Pera livres de virus 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 de Reacdo em cadeia polimerase (PCR).

Reacao de PCR (Polymerase Chain Reaction)

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 pé resultante foi ressuspendido com 1,5 mL do
reagente Trizol (Life Technologies), prosseguindo com o0 protocolo de
extracdo segundo as recomendacdes do fabricante.

O RNA total extraido dos isolados de CTV serviu de molde para as reacdes
de transcriptase reversa para se obter o DNA complementar (CDNA).
Aliquotas da primeira fita de cDNA foram utilizadas na amplificagdo do gene
da proteina do capsideo (GCP) por PCR (reacédo da polimerase em cadeia)
através dos primers CN-119 (5"AGA TCT ACC ATG GAC GAC GAA ACA
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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.

Andlise SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

A metodologia utilizada foi descrita por Corazza-Nunes et al. (2001). Que
consiste em utilizar a aliquotas do produto da amplificacdo do GCP,
adicionando um volume igual de solugdo desnaturante (95% de formamida,
2mM de EDTA e 0,05% azul de bromofenol). As amostras foram
desnaturadas a 95°C por 10 minutos e, em seguida, colocadas
imediatamente no gelo. Os fragmentos foram separados por eletroforese em
gel ndo desnaturante de poliacrilamida 10%. A corrida foi feita a 200V por 16
horas a 25°C. As coloracdes dos géis foram realizadas com um solucéo de
nitrato de prata.

Resultados e Discussao

Uma combinacdo de haplétipos € o que forma um isolado de CTV, os
haplétipos se diferem em suas propriedades biolégicas. Para caracterizar a
estrutura populacional de isolados de CTV e estimar a diversidade genética
entre e dentre os isolados usa-se a técnica de SSCP, que detecta a
diferenca de um nucleotideo no DNA fita-simples devido a mudanca no
padrao de migracao eletroforética. (MORENO et al., 2008).

No presente estudo, a detec¢do da presenca do virus ocorreu aos 200 dias
apos a inoculacdo nas plantas que foram inoculadas com os virus fracos
(CS1 e PIAC), as avaliagcbes foram realizadas até os 260 dias e néo foi
detectada a presenca do virus Forte Rolandia. Apods realizar a analise do gel
nao desnaturante de poliacrilamida, foi observado que ocorreu mudangas no
padrdao de bandas encontradas nas plantas infectadas com apenas um
pulgdo se como demostra a figura 1 a sequir.

O item A da figura mostra que o padrao de polimorfismo do isolado CS1
possui a presenca de cinco bandas (trés superiores e duas inferiores)
enquanto o padrdo encontrado apos a inoculacdo no Item D possui apenas
trés bandas superiores. Pode-se observar mudancas nos padrées de bandas
de polimorfismo também para o protetivo PIAC que possui trés bandas (uma
superior e duas inferiores) e ap0s a inoculacdo apresentou duas bandas
(uma superior e uma inferior).

Com isso podemos observar que esses dados corroboram com os
encontrados por MORRENO et al., 2008 citado anteriormente, pois ocorreu
mudancas nos padrdes de migracdo das base entre os isolados. Ademais se
pode observar que os pulgbes sdo capazes de disseminar apenas um
subsolado e ndo todo o complexo viral, ja que ocorreram mudancas no
padrdo apos a inoculacgéo.
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Figura 1 — Gel ndo desnaturante de poliacrilamida 10% de padrbes de polimorfismo de
isolados e sub isolados de CTV. Padrdes de SSCP identificados em plantas de citros
infectadas com os isolados de CTV: Padrbes de SSCP de CS1(A), PIAC (B) e Forte
Rolandia (C). Padrées de SSCP identificados em plantas de citros infectadasde com um
Unico pulgdo: subisolado CS1 (D) e subisolado PIAC (E).

Conclusoes

Por meio dos dados obtidos, evidenciou-se que ha diferencas no padrao de
polimorfismo entes os isolados e entres os subsolados obtidos apds a
inoculacdo com apenas um pulgéo preto dos citros (Toxoptera citricida).
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