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RESUMO: A investiga¢do do periodo entre o tempo em que ocorre a infeccao pelo Citrus tristeza virus
(CTV) e sua deteccdo na planta em condi¢do natural de campo tém sido pouco relatadas. Com isso, este
estudo teve o objetivo de analisar a eficiéncia das técnicas de “enzyme linked immunosorbent assay”
(ELISA) e imunocaptura seguida da reagdo da polimerase em cadeia (IC-RT-PCR) na determinacdo do
tempo necessario para que a infeccao sistémica pelo CTV possa ser detectada nas condi¢Bes naturais de
campo. Desta forma, plantas armadilhas de laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis L.), livres de virus, foram
instaladas em pomares das regides Norte e Noroeste do Estado do Parana, com cinco repeticbes por
pomar. O material vegetal foi coletado e analisado periodicamente por ELISA e IC-RT-PCR. Os resultados
demonstraram que, em condi¢Bes naturais de campo, a detec¢éo do virus através de ELISA ocorreu entre
sete a oito meses apoés o plantio das mudas, enquanto que, por IC-RT-PCR, o CTV foi detectado quatro
meses apos o plantio, nas plantas da regido Norte. No entanto, ndo foi observada a discriminacdo de
isolados severos nos testes de ELISA através dos anticorpos monoclonais especificos para o Complexo
‘Capéao Bonito’. A técnica de IC-RT-PCR foi mais sensivel na determinacdo do tempo minimo em que a
infeccdo sistémica pelo CTV ocorre nas condigdes naturais de campo, enquanto que a técnica de ELISA
revelou-se mais eficiente quanto a amplitude e repetitividade.
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1. INTRODUCAO

A tristeza, causada pelo Citrus tristeza virus (CTV), é considerada uma das mais
destrutivas doencas que atingiram a cultura no dltimo século. O CTV ocorre como um
complexo de isolados que diferem nos sintomas induzidos nos diferentes hospedeiros
tendo a capacidade de infectar praticamente todas as espécies, variedades e hibridos do
género Citrus, sendo transmitido via enxertia e de forma semipersistente por diferentes
espécies de afideos (LEE et al., 1994).

InUmeras técnicas tém sido utilizadas visando detectar e caracterizar isolados de
CTV nos seus diferentes hospedeiros. Com o intuito de ampliar estes estudos foram
analisadas a eficiéncia das técnicas de “enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) e
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imunocaptura seguida de reagédo da polimerase em cadeia (IC-RT-PCR) na deteccao de
CTV, avaliando o espaco de tempo necessario de exposi¢cdo para que plantas livres de
virus sejam infectadas pelo CTV, em condigbes naturais de campo, em trés pomares
comerciais do Estado do Parana.

2. MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado como plantas armadilha para o CTV foram quinze
mudas de laranja ‘Péra’, enxertadas em porta-enxerto de limdo ‘Cravo’ e livres de virus
pela técnica de microenxertia. O primeiro experimento foi instalado no campo em trés
pomares comerciais de laranja ‘Péra’, sendo um localizado na regido Norte e dois na
regido Noroeste do Estado do Parana, com cinco repeticdbes por pomar, distribuidas
aleatoriamente entre as arvores adultas. Folhas e ramos jovens coletados das plantas
livres de virus (controle negativo), das quinze plantas armadilhas, de plantas adultas de
laranja ‘Péra’ pertencentes aos pomares e localizadas ao redor das plantas armadilha
(controles positivos), foram coletados a cada trés meses, totalizando oito amostragens. A
nervura principal das folhas e as cascas dos ramos foram retiradas com auxilio de
estilete, liofilizadas e utilizadas para a avaliagcdo da infeccdo por CTV através de ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay). A andlise de ELISA foi realizada na na verséo
“Sandwich” de duplo anticorpo, segundo a metodologia descrita por Clark et al. (1986) e
os anticorpos utilizados foram os monoclonais 30g-02, 37g-11, 39-07 e IC-04-12 e o
anticorpo policlonal PCA 1006/Br (STACH-MACHADO et al., 2002).

Um segundo experimento, também constituido de quinze mudas de laranja ‘Péra’
em porta-enxerto de limdo ‘Cravo’ livres de virus, foi instalado nos mesmos pomares
comerciais e avaliados por IC-RT-PCR. A primeira avaliagdo por IC-RT-PCR foi realizada
antes do plantio para a certificacdo da sanidade das plantulas. Foi também realizada com
cinco repeti¢cdes por pomar, plantadas aleatoriamente entre as plantas adultas de laranja
‘Péra’ dos mesmos pomares comerciais. Folhas e ramos jovens das quinze plantas
armadilha do segundo experimento foram coletados a cada més, totalizando cinco
amostragens. O material (nervuras de folhas e cascas de ramos) foi liofilizado e utilizado
para a deteccdo de CTV por IC-RT-PCR. Para avaliagdo de caneluras, segmentos de
ramos foram coletados das plantas armadilhas do primeiro experimento, apds dois anos
do plantio. Posteriormente, as cascas foram removidas e observadas a presenca ou
auséncia deste sintoma. Foram, entdo, atribuidas notas de 1 a 5, seguindo a escala de
notas diagramatica de Meissner-Filho et al. (2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas avaliagOes feitas por ELISA, utilizando como primeiro anticorpo o policlonal
1006/BR e como segundo anticorpo os monoclonais 30g-02, 37g-11, 39-07 e 1C-04-12,
como as mudas estavam muito pequenas e com pouco material (folhas) disponivel para
as avaliacdes sorologicas, a primeira coleta foi realizada trés meses apds o plantio. Na
primeira avaliagdo, todas as amostras apresentaram valores de A405 (absorbancia
405nm) inferiores a duas e meia vezes o valor do controle negativo, com todos os
monoclonais utilizados, revelando-se negativas a infecgéo pelo CTV.

A segunda coleta foi realizada sete meses apos o plantio, durante a primavera,
guando as plantas estavam mais desenvolvidas, com brota¢des novas, e colonizadas por
pulgdes, principalmente, as que foram plantadas no pomar da regidao Norte do Estado.
Nessa ocasiao, os titulos obtidos com o anticorpo monoclonal 30g-02 foram superiores a
duas e meia vezes o valor do controle negativo, revelando a presenca do virus nos
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tecidos de todas as plantas armadilhas. Apenas duas plantas de cada um dos ensaios
com os monoclonais 1C-04-12, 37g-11 e 39-07 apresentaram-se, ainda, negativas. A
maioria das amostras positivas apresentou valores de A405 ainda bastante baixos, em
comparacao com os controles positivo, variando de 0,122 a 0,174 com o monoclonal 30g-
02, de 0,095 a 0,136 com o monoclonal IC-04-12, de 0,103 a 0,151 com o monoclonal
37g-11 e de 1,22 a 0,218 com o monoclonal 39-07.

Na coleta realizada dez meses ap0s o plantio, todas as plantas apresentaram
valores de A405 superiores a duas e meia vezes o valor do controle negativo com todos
0s monoclonais utilizados. Nas condi¢des naturais de campo, no Brasil, onde a tristeza é
endémica, os resultados do presente estudo demonstraram que a infeccéo pelo CTV foi
detectada nas plantas armadilhas pela sensibilidade do método ELISA, aproximadamente,
oito meses apds o plantio. Valores crescentes e, muitas vezes, expressivos de
absorbancia, foram observados com os anticorpos 30g-02, IC-04-12 e 37g-11 nas plantas
estabelecidas no pomar de Rolandia (regido Norte do Parana). Resultados semelhantes
com estes monoclonais foram registrados apenas na planta 13 do pomar do municipio de
Alto Parana, localizado na regido Noroeste do Estado. As demais plantas da regido
Noroeste apresentaram pequeno aumento nos titulos, sendo que algumas mantiveram
valores muito préximos aos iniciais. Estes resultados podem estar associados a
observacdo da presenca ocasional de pulgdes nos pomares da regido Noroeste, em
contraste com sua maior frequéncia e quantidade na regiao Norte.

Na deteccdo de CTV através de IC-RT-PCR e extragdo de acidos nucléicos totais
seguida de RT-PCR, a primeira avaliacdo nas plantas armadilhas do segundo
experimento, realizada antes de serem levadas ao campo, confirmou a sanidade das
mesmas quanto ao CTV. Os resultados obtidos nas coletas realizadas no primeiro,
segundo e terceiro més apos o plantio, demonstraram que todas as plantas instaladas nos
trés pomares comerciais ainda apresentavam-se livre de virus, pela sensibilidade desta
técnica.

No perfil eletroforético dos produtos da PCR das amostras coletadas aos quatro
meses apos o plantio, foi possivel observar a presenca de um fragmento de
aproximadamente 670 pb, correspondente ao gene da proteina do capsideo do CTV
(SEKIYA et al., 1991), no “bulk” das amostras da propriedade da regido Norte do Estado,
confirmando a presenca de particulas virais nestas plantas. No entanto, nenhum
fragmento foi observado no perfil eletroforético referente ao “bulk” das amostras das
propriedades da regido Noroeste do Estado do Parana, mesmo apoés varias repeticées da
técnica. Estes resultados podem ndo significar, porém, a auséncia do virus nos tecidos
das plantas, mas sim que sua concentracdo era muito baixa para ser detectada pelo
anticorpo policlonal de captura ou para ser transcrita e amplificada pelas enzimas
transcriptase reversa e Taq polimerase.

Estes estudos demonstraram que a técnica de IC-RT-PCR foi mais sensivel na
deteccdo do CTV nas plantas armadilhas da regido Norte do Estado, uma vez que as
particulas virais foram detectadas quatro meses apos o plantio por este método. Porém, o
fato do CTV ter sido detectado por ELISA em todas as plantas armadilhas, de ambas as
regides do Estado, sete a oito meses apO0s o plantio, demonstra que a auséncia do
fragmento correspondente a amplificacdo do GCP nos perfis eletroforéticos dos bulks das
amostras da regido Noroeste pode ser devido aos problemas da sensibilidade da técnica
aos tecidos destas plantas.

A sintomatologia da tristeza foi avaliada apdés dois anos da instalacdo do
experimento através da observagdo da presenca de caneluras nos ramos das plantas
armadilhas. Os valores atribuidos aos ramos das plantas indicaram que apenas a planta
nove, instalada no pomar da regido Norte do Estado, apresentou este sintoma. De acordo
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com a escala diagramatica de Meissner-Filho et al. (2002), a intensidade de canelura
apresentada por esta planta esta no nivel 4, sugerindo a infeccao por haplotipos severos
de CTV. Este resultado vem fortalecer a hipétese de que o monoclonal 39-07 ndo esta
discriminando os isolados severos de CTV nas condi¢cdes paranaenses.

4. CONCLUSOES

As analises dos resultados do diagnéstico do CTV por ELISA, IC-RT-PCR e
sintomatologia indicaram que através da técnica de ELISA, a detec¢cdo do CTV nas
plantas armadilhas, instaladas em pomares das regides Norte e Noroeste do Estado,
ocorreu entre sete e oito meses apos o plantio. A presenca do CTV nas plantas
armadilhas da regido Norte foi detectada pela técnica de IC-RT-PCR quatro meses apds o
plantio, mas o CTV néo foi detectado nas plantas da regido Noroeste do Estado através
da técnica de IC-RT-PCR.

A andlise da sintomatologia observada nas plantas armadilhas, dois anos ap6s a
instalacdo do experimento, revelou caneluras em uma das plantas da regido Norte,
sugerindo a presenca de isolados severos de CTV nesta regiéo.
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