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RESUMO: O Citrus tristeza virus (CTV), agente causal da tristeza dos citros, € um Closterovirus que existe
como um complexo de isolados que diferem nas suas propriedades biolégicas e imunoldgicas e induzem
variados sintomas. Mdltiplas inoculag8es do virus pelo afideo vetor e a movimentac¢do de material infectado
com isolados severos entre as regides citricolas, favorecem a disseminagdo da virose e promovem
ocorréncia de mutacdes e recombina¢cBes génicas. Essas modificacdes podem afetar a estabilidade e a
variabilidade genética do complexo viral dentro do hospedeiro. O presente estudo teve como objetivo
investigar a estabilidade por padrdo de bandas geradas por SSCP (Single Strand Conformational
Polymorphism), do gene da proteina do capsideo do CTV, nos diferentes quadrantes de plantas
selecionadas, ao longo do tempo. Os resultados obtidos apontaram uma manutencédo dos perfis
eletroforéticos dos padrées SSCP das amostras obtidas nos quadrantes e no topo de cada uma das plantas
analisadas ao longo do tempo indicando estabilidade do complexo viral dentro da planta. Entretanto
diferencas nos padrbes SSCP foram encontradas ao comparar os padrdes obtidos entre as plantas
analisadas, fato provavelmente resultante da transmissdo de diversos haplétipos de CTV por afideos
ocasionando variacdes nas populacdes de RNA do CTV.
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1. INTRODUCAO

O Citrus tristeza virus (CTV) destaca-se por seu carater endémico e seus efeitos
destrutivos (Moreno et al., 2008). Membro dos Closterovirus, o CTV ocorre no floema das
plantas citricas como um complexo de haplétipos relacionados imunologicamente, mas
geneticamente diferentes e encapsulados em uma capa de duas subunidades protéicas
(Zhou et al., 2007). A disseminacdo do CTV para novas areas ocorre por meio da
movimentac&o de materiais propagativos infectados. A medida que a propagacéo a longa
distancia ocorre, a presenca de afideos vetores nos pomares contribuem para a
disseminagéo secundaria do virus dentro de uma regiéo (Herron et al., 2003).
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A introducdo de novos gendtipos do virus na planta hospedeira por meio de
multiplas inocula¢des pelo afideo vetor (Toxoptera citricida Kirk.) estimula o aparecimento
de recombinac¢fes e muta¢des promovendo o aumento de variantes genéticas que podem
evoluir para novas emergentes do virus (Bordignon et al., 2003). Entre as técnicas
moleculares existentes, o0 SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) permite a
identificacdo de mutacdes e polimorfismos entre os complexos virais de plantas infectadas
e, ao longo do tempo (Sambade et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi analisar e comparar a estabilidade dos padrdes SSCP
do Citrus tristeza virus (CTV) de trés plantas de laranja da variedade ‘Péra’ ao longo do
tempo e analisar a estabilidade dos padrées SSCP do CTV nos quadrantes de cada uma
das trés plantas individualmente.

2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo das analises laboratoriais foram coletados ramos jovens e folhas,
em duas etapas com intervalo de um ano entre elas. Foram coletados nos quadrantes e
no topo de trés plantas de laranja ‘Péra’, situadas em um pomar comercial do municipio
de Nova Esperanca, PR. Esse material foi lavado e dele extraido a nervura central das
folhas e as cascas dos ramos, em seguida foram identificados e armazenados a -20°C.

Utilizou-se para a extracdo do RNA total o reagente Trizol®, seguindo o protocolo
sugerido pelo fabricante (Invitrogen). A sintese do cDNA foi conduzida de acordo com o
procedimento descrito por Sambrook et al. (1989). O gene da capa protéica do virus
(GCP) foi isolado e amplificado por meio da reacao da polimerase em cadeia (PCR) com
o uso de dois primers especificos: CN119 (5’AGA TCT ACC ATG GAC GAC GAA ACA
AAG 3’) e CN120 (5GAA TTC GCG GCT CAA CGT GTG TTA AAT TTC C 3’) derivados
do haplotipo T36 da Florida. A amplificacdo foi realizada em aparelho termociclador
programado para 35 ciclos, ocorrendo desnaturagao por 1 minuto a 94°C, anelamento por
1 minuto a 55°C e sintese de DNA por 2 minutos a 72°C, seguido por um periodo de
extensado de 5 minutos a 72°C.

O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose a 0,8% e fotografado sob luz
ultra-violeta (UV). A analise SSCP serd realizada de acordo com a metodologia usada por
Corazza-Nunes et al. (2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise dos perfis eletroforéticos de SSCP do GCP apontou um padrdo complexo
de bandas em cada perfil, revelando a ocorréncia de duas a seis bandas, sugerindo a
presenca de um a trés hapl6tipos nos isolados de CTV. Nos dois periodos analisados, 0s
padrdes de bandas encontradas nas amostras de cada planta estudada foram bastante
semelhantes apontando uma distribuichio homogénea do CTV por toda a planta
individualmente (figura 1).

Por outro lado, os perfis eletroforéticos observados entre as plantas analisadas
mostraram-se diferentes, fato provavelmente devido a sucessivas inoculacdes,
possivelmente com diferentes haplotipos virais, pelos afideos vetores. Multiplas
inoculacdes por afideos podem favorecer variagées nas populacdes de RNA gendmico de
CTV, como ja descrito por Albiach-Marti et al. (2000) (Figura 1).

Os isolados dos quadrantes e topo das trés plantas analisadas apresentaram perfis
eletroforéticos idénticos nos dois periodos estudados, presumindo que ndo houve
modificacdo nos haplotipos de CTV, componentes do complexo viral nas plantas,
mostrando alta estabilidade genética do CTV em uma mesma planta (figuras 1 e 2).
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Figura 1. Padr6es SSCP dos isolados de CTV, em gel de poliacrilamida a 8%. Isolados oriundos da primeira

coleta. Amostras de 01 a 05 correspondem aos quadrantes da planta 1. Amostras de 06 a 10 correspondem
aos quadrantes da planta 2 e amostras de 11 a 15 correspondem aos quadrantes da planta 3.

!

Figura 2. Padrdes SSCP dos isolados de CTV em gel de poliacrilamida a 8%. Isolados oriundos da
segunda coleta. Amostras de 16 a 20 correspondem aos quadrantes da planta 1. As amostras de 21 a 25
correspondem aos quadrantes da planta 2 e as amostras de 26 a 30 correspondem aos quadrantes da
planta 3.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, em relacdo as analises dos padrées SSCP, indicaram que
os isolados contidos nas plantas apresentaram-se estaveis e bem distribuidos por todos
0s quadrantes das plantas analisadas. Inocula¢des sucessivas de diferentes haplétipos de
CTV entre as plantas que compdem um pomar citrico por afideos viruliferos podem
ocasionar diferencas entre os padrdes eletroforéticos de SSCP encontrados entre as
plantas.
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