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AVALIAGAO DE ISOLADOS DO VIiRUS DA TRISTEZA DOS CITROS
ATRAVES DA TECNICA DE RFLP

Larissa Siqueira Soares’, Karina Silva dos Santos ?, Camila de Céssia da Silva ®, Tanara Garcia de Novaes®,
Rubia de Oliveira Molina® William Mario de Carvalho Nunes °

RESUMO: A tristeza dos citros, € considerada uma das mais importantes viroses que atingiram a cultura nos
Gltimos 90 anos. Diante da importancia econdmica da exportacdo dos produtos citricolas brasileiros, se faz
necessario medidas de controle contra essa virose. No Brasil, foi adotado o uso de porta-enxertos tolerantes em
substituicdo a laranja Azeda (Citrus aurantium L.), o que ndo se mostrou completamente viavel para algumas
espécies de citros, especialmente laranja Péra. Diante desse fato, estudos sobre a protecdo cruzada ou pré-
imunizacdo com isolados fracos do virus passaram a ser conduzidos no pais. Com isso, iniciou-se em 2003, um
programa de pré-imunizacdo visando obter um isolado do CTV que oferecesse protecao efetiva e duradoura as
plantas de laranja Péra, superior aquela oferecida pelo isolado Péra IAC. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar isolados do virus da tristeza dos citros ha regido norte e noroeste do Parana através da técnica de RFLP.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencgas que atingem a citricultura, podemos destacar a Tristeza dos Citros, virose esta, que se
disseminou entre as regifes produtoras do mundo devido a propagac¢do de material infectado (FUNDECITRUS,
2013), causando no Brasil a perda de milhares de arvores (Koller, 1994). Esta doenga € ocasionada por um virus
de RNA do género Closterovirus, com tamanho aproximado de 12x2000 nm, o que o torna 0 maior virus de planta
ja detectado ate os dias atuais (GARNSEY; LEE, 1989). Os sintomas mais caracteristicos da doenca séo:
presenca de caneluras (depressdes no lenho), atrofiamento da planta, folhas com aspectos de clorose
(semelhante a deficiéncia de nutrientes) e frutos reduzidos (BORDIGNON et al., 2003a). Contudo, os sintonas
causados pela tristeza, variam de acordo com a espécie copa e porta-enxerto, assim como com a severidade do
isolado do virus e condi¢des climéticas locais (BENNET e COSTA, 1949). Apés uma serie de pesquisas, 0
problema da tristeza no Brasil foi parcialmente resolvido com duas técnicas: a utilizagdo do liméo ‘Cravo’ (Citrua
limonia (L>) Osb.) como porta-enxerto tolerante e a pré-imunizacdo de copas sucetiveis (Muller; Costa 1991).
Entretanto, tém sido observadas plantas pré-imunizadas apresentando sintomas severos de tristeza em varios
pomares comerciais do pais, causando preocupacéao, pois contribui para a reducédo da produtividade dos pomares
no pais (DIAS, 2002).

Dessa maneira, é arriscado o Parana basear a sua citricultura em material oriundo de fora, pois alguns
estudos tém demonstrado que os melhores resultados tém sido obtidos para uma determinada regido, quando os
isolados protetivos do CTV séo selecionados na regido em questdo. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho é
caracterizar molecularmente os isolados de CTV por meio das técnicas de extra¢éo, RT-PCR, RFLP.

2 MATERIAL E METODOS

O material para a andlise de RFLP, foi coletado na regido Norte e Noroeste do Parana, constituido de
casca de ramos e das nervuras centrais de folhas. Os mesmos foram acondicionado em sacos individuais,
previamente etiquetados, e congeladas até o momento de uso. Inicialmente, foi feito o isolamento do RNA
total do virus por meio de ciclos de extracdo, utilizando o reagente Trizol, de acordo com as instru¢des do
fabricante (Invitrogen). O RNA viral serviu de molde para a sintese da primeira fita de cDNA, realizada em
termociclador a uma temperatura de 37°C por duas horas. A técnica de RT (Transcriptase Reversa) consiste
na obtencdo de um cDNA (DNA complementar), onde é utilizada a enzima transcriptase reversa, que sintetiza
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DNA a partir de RNA. O cDNA é utilizado, posteriormente, na analise do gene da capa proteica, com par de
primers especificos, na amplificagdo por PCR. Para que tal amplificacdo ocorra, € necessaria a presenca de uma
enzima (Tag DNA polimerase) que reconhece apenas molde de DNA. Por esse motivo, deve ser sintetizado o
cDNA (SOUZA et al., 2001). A amplificacdo do gene da proteina do capsideo viral (GCP) por meio da PCR
(Polymerase Chain Reaction) foi conduzida utilizando-se dois primers especificos: PM85 E PM86. Os produtos
da amplificacdo do GCP dos isolados de CTV foram digeridos pela enzimas de restricdo Rsa |, de acordo
com as instrugbes do fabricante. Apds a incubagdo a 37°C por 4 horas, as amostras digeridas foram
submetidas a eletroforese, em gel ndo desnaturante de poliacrilamida a 8%. A corrida foi realizada a 90 V por 6
horas a 12°C. O gel foi corado com nitrato de prata segundo o procedimento descrito por Beidler et al. (1982).
Para a andlise dos dados RFLP, os fragmentos obtidos nos géis foram convertidos em uma matriz binaria de
presenca e auséncia de bandas. A variabilidade genética entre os isolados de CTV das plantas selecionadas
foi avaliada através da analise de componentes principais (PCA - Principal Components Analysis), um
método estatistico multivariado, no qual se empregou a matriz de dados binarios, utilizando o programa Canoco
For Windows 4.5. A partir dessa matriz, também foi gerado uma arvore de divergéncia genética com base na
distancia euclidiana, adotando o método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With Arithmetic
Averages) para agrupamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A enzima de restricdo utilizada, Hinf I, apresentou sitios de restricdo no gene da proteina do capsideo
de todos os isolados de CTV analisados, gerando grupos polimérficos entre os mesmos, como observado por
Roy et al. (2003) e Valle et al. (2000). Pela visualizagdo do gel observou-se que a digestdo por essa enzima
geraram varios fragmentos. Com base nas bandas polimérficas obtidas pela analise RFLP do gene da capa
proteica foi calculada a distancia genética entre os isolados selecionados. A arvore gerado pelo coeficiente
de dissimilaridade genética revelou a formacdo de cinco grupos. O grupo 1 é formado pelas isolados 02 e
03, com 45% dissimilaridade (Figura 1). O grupo 2 ¢é formado pelos isolados 10 e 11 apresentando 50%
dissimilaridade (Figura 1). O grupo 3, apresentou 51% dissimilaridade entre os isolados 12 e 14. (Figura 1). O
grupo 4, onde consta os isolados 07, 08, 09 a dissimilaridade apresentada foi de 64% (Figura 1 ). J4 o grupo 5, foi
0 que apresentou o maior grau de dissimilaridade entre os isolados 05 e 06, com 66% (Figura 1). De acordo com a
analise podemos observar, que nenhum dos isolados se agruparam com as amostras 15 (Controle Forte/Capéao
Bonito) e nenhum agrupamento ocorreu com o isolado 16 (Controle Fraco/Pera IAC). Contudo, podemos observar
a pequena dissimilaridade de 20% ocorrida entre esses dois isolados (Figura 1).

Figura 1 — Arvore obtida, mostrando a dissimilaridade genética de 16 isolados identificados pela técnica de
RFLP.

4 CONCLUSAO

A enzima Hinf |, mostrou eficacia. Motivo este, por apresentar sitios de restricdo no gene da proteina do
capsideo de todos os isolados de CTV analisados, gerando grupos polimoérficos entre os isolados. Porém

IX EPCC - Encontro Internacional de Producéo Cientifica UniCesumar
03 a 06 de novembro de 2015 3
Maringa — Parana — Brasil @, UniCesumar



Anais Eletrénico

IX EPCC - Encontro Internacional de Produgéo Cientifica UniCesumar
Nov. 2015, n. 9, p. 4-8

ISBN 978-85-8084-996-7

estudos futuros, precisam ser realizados. Sendo eles a técnica de sequenciamento desses isolados, para uma
comparacao mais precisa.
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