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Resumo

A laranja é a principal fruta citrica produzida no mundo, sendo que a
citricultura brasileira possui grande importancia econdémica e expressao
mundial. Nativa do continente asiatico, as plantas de citros desde o
estabelecimento no estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo passou a ter
importancia econdbmica para 0 pais, surgindo doencas da ordem
fitossanitarias devido a producdo em larga escala, a tristeza dos citros é a
principal patologia viral causada na cultura do citros, o Citrus tristeza virus
(CTV), esse virus disseminou pomares brasileiros na década de 40, a partir
do descobrimento da doenca as téticas de controle se basearam no uso de
porta-enxertos tolerantes e a pré-imunizacdo de copas suscetiveis. Sendo
gque a medida mais promissora é a ‘premunizacdo’, uma técnica que se
baseia no estabelecimento de uma estirpe fraca do virus da tristeza na
planta, que possui como funcdo impedir o estabelecimento de outra estirpe
do mesmo virus O trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade de
isolados protetivos de plantas em condicdo de campo em comparagao com
plantas matrizes, para iSso € necessario a extracdo das estirpes virais,
cDNA, RT-PCR (Polymerase Chain Reaction) e SSCP (Single Stranded
Conformational Polymorphism), concluindo que o virus estd presente na
planta, porém os resultados se mostraram inconclusivos em relacdo a
estabilidade do mesmo, devido a pandemia do novo Coronavirus (COVID-
19).

Introducgao

A citricultura é originaria dos paises asiaticos, sua chegada no Brasil ocorreu
por volta de 1530 no estado da Bahia, porém de imediato a cultura ndo se
adaptou. Anos mais tarde, quando as plantas de citros foram levadas para o
estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo devido as condi¢cdes climaticas
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favoraveis, resultando em uma vasta producdo a cultura passou a ter
importancia econdmica (DONADIO et al., 2005). Desse modo, com o
aumento de &reas para desenvolvimento da citricultura e devido a
susceptibilidade das plantas de citros, surgiu dificuldades como o
aparecimento de doengas causadas por diversos patdgenos, afetando de
forma negativa a producéo, a qualidade e producéo desses frutos (Vargas et
al., 2013). Entre essas doencas, destaca-se o virus da tristeza dos citros,
principal doenca viral que ataca a cultura de citros. O CTV (Citrus tristeza
virus), é pertencente a familia Closteroviridae, ao género Closterovirus, e ao
grupo IV ((+)ssRNA), considerado o maior virus de planta e se limita ao
floema. Sua disseminacdo pode se dar por afideos, o pulgdo preto
Toxoptera citricida Kirkaldy ou, por borbulhas contaminadas (Herrera-Isidréon
et al., 2009). Os principais sintomas dessa doenca viral s&o amarelecimento
de pé franco, caneluras, declinio rapido e reducédo do tamanho da planta e
frutos. Diante disso, o trabalho teve o propésito verificar a estabilidade do
complexo viral nas plantas pré-imunizadas e comparar padrdes
eletroforéticos a partir da técnica de SSCP com padrées dos controles
conhecidamente fracos e fortes.

Materiais e métodos
Descricao do experimento e coleta a campo

O trabalho foi conduzido em um pomar comercial localizado na fazenda
Nova Manh@, cidade de Terra Rica — PR, implantado em agosto de 2009. O
plantio continha diferentes inter-enxertos que foram levados ao campo de
maneira casualizada. Todas as plantas continham o isolado protetivo PERA-
IAC, copa da variedade Laranja PERA-IAC (Citrus sinensis L Osb.) e enxerto
variedade Laranja SWINGLE (Citrus paradisi X Poncirus trifoliata),
diferenciando-se apenas em inter-enxertos, com duas alturas, 5 e 20
centimetros. Nesse estudo foram empregados trés diferentes inter-enxertos:
Laranja Azeda (Citrus aurantium); Sunki maravilha (Citrus sunki maravilha)
e; Limao Cravo Nova América (Citrus reticulata). Para coleta a campo, foram
selecionadas quatro plantas ao acaso de cada inter-enxerto de diferentes
alturas, foram coletados ramos com folhas desenvolvidas, que seguidamente
foram embaladas em sacos plasticos, identificados e refrigerados para
posteriormente efetuar analises moleculares no Nucleo de Biotecnologia
Aplicada (NBA) localizado no Centro Técnico de Irrigacdo (CTI) pertencente
a Universidade Estadual de Maringa.

Extracdo das estirpes virais

As nervuras centrais das folhas coletadas foram maceradas com o auxilio de
um pistilo, em nitrogénio liquido a fim de se obter um pé fino, posteriormente
armazenadas em tubos de 2 ml em freezer -20°C. O reagente Trizol foi
utilizado para a extracdo do RNA total, seguindo-se o protocolo estabelecido
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pelo fabricante (Invitrogen). Com o RNA total viral extraido, foi obtido o
cDNA, sintetizando assim a fita molde de DNA a partir do RNA viral, as
enzimas utilizadas foram, a RNaseOUT e Transcriptase Reversa, a reacao
foi levada ao termociclador por duas horas a 37°C, semelhante ao
procedimento descrito por SAMBROOK et al. (1989).

Reacdo RT-PCR (Polymerase Chain Reaction)

Uma aliquota da primeira fita de DNA sintetizada a partir do RNA na técnica
de cDNA é utlizada para que se tenha uma amplificacdo do gene da
proteina (GCP) por PCR (reacdo da polimerase em cadeia) por intermédio
de dois primers, CN-119 (5"AGA TCT ACC ATG GAC GAC GAA ACA AAG
3") CN-120 (5" GAA TTC GCG GCC GCT CAA CGT GTG TTAAAT TTC C
3") a reacao utiliza a enzima, a Tag polimerase.

Os produtos, resultado da RT-PCR foram revelados e analisados em gel de
agarose a 1,0 % juntamente com um marcador de peso molecular 1kb DNA
Ladder Plus como padrdo, conforme a metodologia descrita por
SAMBROOK et al. (1989), no entanto com algumas modificacdes.

Andlise SSCP (Single Stranded Conformational Polymorphism)

A técnica de SSCP segue o protocolo adaptado por Corazza-Nunes et al.
(2001), que consiste no aproveitamento da amplificacdo da RT-PCR,
adicionando um volume proporcional de solucdo desnaturante (95% de
formamida, 2mM de EDTA e 0,05% de azul bromofenol).A desnaturacdo
ocorreu a 95°C por 10 minutos no termociclador, em seguida as amostras
foram colocadas em gelo para cessar a desnaturacao e adicionadas em gel
nao desnaturante de poliacrilamida 10% afim de separar seus fragmentos. A
corrida foi realizada por 16 horas, a uma temperatura de 25°C com uma
corrente de 200W em uma cuba vertical.

Os geéis foram corados através de uma solucdo de nitrato de prata,
baseando-se na metodologia utilizada por Beidler et al. (1982), sendo
revelado e analisado por meio de um fotodocumentador.

Resultados e Discussao

O Citrus tristeza virus (CTV) é formado por uma combinacdo de haploétipos,
gue se difere em suas propriedades biolégicas. Com isso, para identificar a
estrutura populacional dos isolados de CTV e estimar sua variabilidade
genética entre isolados € necessario fazer uso da técnica SSCP, e assim,
detectando a diferenca de um nucleotideo de DNA fita-simples devido a uma
mudanca existente no padrao de migracao eletroforética (MORENO et al.,
2008). Diante disso, no presente trabalho, foi possivel detectar a presenca
do virus da tristeza do citros nas plantas alvo de estudo como mostra na
Figura 1.
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Apbs a obtencédo da reacdo de PCR positiva, foi permissivel progredir para a
técnica de SSCP, na qual ndo foi possivel a obtencdo de resultados
conclusivos, devido ao fechamento dos laboratorios devido a pandemia
causada pelo novo Coronavirus (COVID-19), ndo sendo possivel atingir o
objetivo proposto inicialmente.

Figura 1 — Produtos da amplificagdo por PCR do gene da proteina do
capsideo de isolados de CTV, revelados em gel de agarose a 1%.

Conclusoes

Perante aos dados obtidos parcialmente, foi possivel detectar a presenca do
virus da Tristeza nas plantas foco do trabalho. Porém, os dados sé&o
inconclusivos em relacdo ao objetivo proposto no inicio ja que a pandemia
do novo Coronavirus (COVID-19), ndo permitiu 0 avango da pesquisa devido
as recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
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