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Resumo:

A doenca azul do algodoeiro (DA) causada pelo Cotton leafroll dwarf virus
(CLRDV) tem provocado perdas consideraveis na cultura do algodoeiro, em
todas as regides produtoras do mundo. O CLRDV é transmitido exclusivamente
através do inseto vetor Aphis gossypii, 0 que dificulta os estudos das interacdes
planta/patdgeno, e a avaliacdo de cultivares. Porém, a producdo de clones
infecciosos tem facilitado a transmissédo desse patdégeno. Neste trabalho foram
testados primers especificos para deteccao via RT-PCR do gene codificador da
capa proteica (CP) do CLRDV e do CLRDV-at, este ultimo, causador da DA
atipica, em plantas agroinfiltradas a vacuo, com clones infecciosos do CLRDV
e do CLRDV-at. Sintomas caracteristicos da DA e DA atipica foram observados
em 90% das plantas agroinfiltradas, e a infeccdo viral confirmada através da
amplificacdo da CP via RT-PCR, em 94% das plantas selecionadas,
apresentando sintomas da doencga azul.

Introducao

A cultura do algodao esta distribuida em todo o mundo, sendo Gossypium
hirsutum L., a espécie mais cultivada. No Brasil o cultivo de algodao se
concentra principalmente nos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Bahia (CONAB, 2017). Pelo fato da grande expansé&o da cultura no nosso
pais, novas cultivares foram introduzidas nas regides produtoras, visando
melhor adaptacéo as areas de cultivo e a produtividade. Porém, muitas dessas
cultivares apresentaram suscetibilidade a viroses, causando a expansao da
doenca azul do algodoeiro (DA) nas décadas de 1980/90, acarretando perdas
de produtividade de até 80% (Freire, 1999). A doenca azul do algodoeiro &
causada pelo Cotton leafroll dwarf virus (CLRDV) pertencente a familia
Solemoviridae, género Polerovirus, apresentando genoma composto de RNA
de aproximadamente 6 kb (Silva et al., 2008). O virus é transmitido pelo pulgdo
Aphis gossypii (Cauquil, 1977, Cauquil & Follin, 1983), inseto da ordem
Hemiptera, sendo a relacdo virus-vetor do tipo persistente (Costa & Carvalho,
1962). Em 2006, sintomas semelhantes a DA, contudo mais severos, foram
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identificados em plantas resistentes em regides produtoras (Miranda et al.,
2008). O sequenciamento parcial do genoma de um isolado desse novo
patégeno, revelou tratar-se de um novo genétipo de CLRDV, denominado de
CLRDV-at (Silva et al., 2015). Neste trabalho foram testados primers
especificos para o gene da capa proteica do CLRDV e CLRDV-at (Corréa et
al.,, 2005), através da RT-PCR, visando a deteccdo viral em cultivares
previamente agroinfiltrados com clones infecciosos do CLRDV e CLRDV-at, os
quais foram anteriormente produzidos (Manenti et al., 2020, ndo publicado),
com o objetivo de confirmar a eficiéncia do método de agroinfiltracdo a vacuo
utilizado.

Materiais e métodos

Em vasos plasticos de 400 ml, foram plantadas 20 sementes de algodéo, e
posteriormente, sendo 10 plantas inoculadas com o clone infeccioso do CLRDV
(clone 8), e outras 10, com o clone infeccioso CLRDV-at (clone 32), sendo
testadas 33 linhagens de algodoeiros. Quando as plantas atingiram o estadio
vegetativo (VO para V1) foi realizada a agrofiltracdo a vacuo dos clones
infecciosos virais. Antes deste procedimento, as plantas foram mantidas
durante cerca de 12 horas em camara umida, numa caixa plastica fechada,
com agua até 1 cm de altura (Figural).

Figura 1 — Céamara umida onde foram mantidas as plantas antes da
agroinfiltracéo dos clones infecciosos.

Os clones infecciosos do CLRDV foram preparados em meio de cultivo liquido,
em béqueres de 500 ml, nos quais as folhas das plantas de algodao foram
imersas. Antes da agroinfiltracdo retirou-se uma pequena quantidade dos
cultivos para ser medida a densidade 6ptica (OD) a 600 nm. Apds, as células
bacterianas foram precipitadas por centrifugacdo a 4500 rpm por 10 min, e
ressuspendidas em 200 mL de meio MES contendo 1 mL de MgCl,, 10 mL de
MES (0,2 M, pH 5,6) e 200 pL de acetosyringone. Em seguida, foram
colocadas para crescer por 2 horas, a 28 °C e rotacao de 220 rpm. Apds esse
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tempo, transferiu-se os indculos para 13 béqueres de 250 mL, os quais foram
colocados na camara de vacuo de metal (Figura 2).

Fonte: arquivo pessoal.
Figura 2 — Camara de vacuo de metal utilizado na agroinfiltracdo, conectada a

bomba de vacuo.

Os vasos contendo as plantas de algodao foram inteiramente cobertos por
sacos plasticos, e as plantas foram mergulhadas de cabeca para baixo nas
suspensoes de Agrobacterium tumefasciens (Figura 3).

Fonte: arquivo pessoal.

Figura 3 — Béqueres contendo indculo dos clones infecciosos do CLRDV e
CLRDV-at (A). Distribuicdo das plantas para agroinfiltragcdo, com folhas
imersas no inéculo (B).

A camara foi conectada por uma mangueira a uma bomba de vacuo. Quando
esta atingiu -600 mm Hg foi cronometrado um minuto, desligando-a ao atingir o
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tempo. O procedimento foi realizado a cada 10 plantas de cada linhagem de
algodoeiro. ApoOs a agroinfiltracdo as plantas foram mantidas em casa de
vegetacao até o aparecimento de sintomas e posterior confirmacao da infeccao
viral via RT-PCR, utilizando protocolo conforme descrito por Corréa et al.,
(2005).

100 bp

Figura 4 — Amplificacdo de 600 pb via RT-PCR do gene codificador da capa
proteica (CP) do CLRDV e CLRDV-at em plantas agroinfiltradas a vacuo com o
clone 8 do CLRDV (2) e clone 32 do CLRDV-at (4). Amplificacdo de 100 pb do
gene codificador da enzima RuBisCo, subunidade menor, controle interno (3 e
5). Marcador molecular low mass DNA ladder (Invitrogen) (1).

Resultados e Discussao

Depois de 45 dias apds a agroinfiltracdo a vacuo, amostras foliares foram
submetidas a extracdo de RNA por adsor¢cédo em silica (Rott e Jelkmann, 2001)
para a sintese de cDNA, e confirmag¢do da presenca do virus por RT-PCR.
Plantas infectadas pelo CLRDV e CLRDV-at geralmente apresentam fenaotipo
caracterizado pelo encurtamento dos internédios, enrolamento foliar,
amarelecimento nas nervuras e intensiva coloracdo verde escura nas folhas
(Cauquill & Vaissayre, 1971). De um total de 33 linhagens infiltradas com o
clone 8 (CLRDV), 29 manifestaram os sintomas anteriormente descritos, e 4
permaneceram assintomaticos. E das 33 linhagens infiltradas com o clone 32
(CLRDV-at), 28 manifestaram sintomas, e 5 permaneceram assintomaticas. A
presenca do virus em amostras de plantas sintomaticas, foi detectada devido a
amplificacdo de fragmentos de 600 pb da capa proteica correspondente,
pertencente a CP do CLRDV ou ao CLRDV-at (Figura 4).

Conclusotes

O meétodo de agroinfiltragdo a vacuo utilizado foi eficiente para a transmissao
dos clones infecciosos do CLRDV e CLRDV-at.



A infecc¢ao viral foi confirmada pela amplificacdo da capa proteica do CLRDV e
CLRDV-at (600 pb) via RT-PCR, em plantas com sintomas.
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