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RESUMO

SGANZERLA, Luciana Cardoso Martins. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2006. DETECCAO DO VIRUS DA TRISTEZA DO CITROS EM
PLANTAS ARMADILHAS DE LARANJA ‘PERA’ LIVRE DE VIRUS.
Professora orientadora: Dr® Maria Jalia Corazza-Nunes. Professores
Conselheiros: Dr. William Mario de Carvalho Nunes e Dr. Gerd Walter Mller.

A investigacdo do periodo entre o tempo em que ocorre a infeccdo pelo Citrus
tristeza virus (CTV) e sua detecgdo na planta em condicdo natural de campo tém
sido pouco relatadas, embora estes dados sejam importantes para o entendimento
da epidemiologia e planejamento das medidas de controle desta virose. Este
estudo teve o objetivo de analisar a eficiéncia das técnicas de “enzyme linked
immunosorbent assay” (ELISA) e imunocaptura seguida da reacdo da polimerase
em cadeia (IC-RT-PCR) na determinacdo do tempo necessario para que a
infeccdo sistémica pelo CTV possa ser detectada nas condigdes naturais de
campo. Para a obtencdo de material para as analises, plantas armadilhas de
laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis L.), livres de virus, foram instaladas em pomares
das regibes Norte e Noroeste do Estado do Parana, com cinco repeticdes por
pomar. O material vegetal foi coletado e analisado periodicamente por ELISA e
IC-RT-PCR. Nas analises sorologicas, foram utilizados o anticorpo policlonal
PCA 1006/BR e os anticorpos monoclonais 30g-02, 37g-11, 39-07 e 1C-04-12.
Todos os ensaios foram realizados com trés repeticdes e a leitura das placas foi
efetuada em leitor de ELISA a 405nm, considerando positivas as amostras com
valores de absorbancia superior a duas e meia vezes ao valor do controle
negativo. Para a andlise por IC-RT-PCR, placas de poliestireno foram
sensibilizadas com o anticorpo policlonal 1006/BR, para a captura do virus.
Posteriormente, foi realizada a sintese do DNA complementar (cDNA) pela
Transcriptase Reversa (RT) e, em seguida, a amplificacdo do gene da proteina do
capsideo (GCP) atraves da PCR. Os resultados demonstraram que, em condicdes
naturais de campo, a detecgdo do virus atraves de ELISA ocorreu entre sete a oito
meses apos o plantio das mudas, enquanto que, por IC-RT-PCR, o CTV foi
detectado quatro meses apds o plantio, nas plantas da regido Norte. A anélise da
sintomatologia, realizada apds dois anos da instalacdo do experimento, revelou
forte sintoma de canelura em apenas uma das plantas da regido Norte. No
entanto, ndo foi observada a discriminacdo de isolados severos nos testes de
ELISA através dos anticorpos monoclonais especificos para o0 Complexo ‘Capéo
Bonito’. A técnica de IC-RT-PCR foi mais sensivel na determinacdo do tempo
minimo em que a infeccgdo sistémica pelo CTV ocorre nas condi¢Bes naturais de
campo, enquanto que a técnica de ELISA, revelou-se mais eficiente quanto a
amplitude e repetibilidade.

Palavras-chave: Plantas armadilhas, Citrus tristeza virus, ELISA, IC-RT-PCR.
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ABSTRACT

SGANZERLA, Luciana Cardoso Martins. Universidade Estadual de Maringa,
February/2006. DETECTION OF THE Citrus tristeza virus IN VIRUS FREE
'PERA' SWEET ORANGE TRAP PLANTS UNDER FIELD CONDITIONS .
Major teacher: Dr2 Maria Julia Corazza-Nunes. Co- Major Teachers: Dr. William
Maério de Carvalho Nunes and Dr. Gerd Walter Miller.

Investigations of the period of time elapsed between Citrus tristeza virus (CTV)
infection and its detection in plants under natural field conditions, are scarce,
although these data are important for the understanding of the epidemiology and
the planning of control measures of this virus. This study had the objective of
analyzing the efficiency of the “"enzyme linked immunosorbent assay"” (ELISA)
and immunocapture techniques followed by the polimerase chain reaction (IC-
RT-PCR) in the determination of the time elapsed from CTV inoculation to
systemic infection by the virus under natural field conditions. Virus free 'Péra’
sweet orange (Citrus sinensis L).Trap plants, were installed in orchards in the
North and Northwest of the Parand State Brazil areas, with five repetitions per
orchard. The plant material was collected and analyzed periodically by ELISA
and IC-RT-PCR. For the immunological analyses polyclonal antibody PCA
1006/BR and the monoclonal antibodies 30g-02, 37g-11, 39-07 and 1C-04-12
were used. All the assays were replicate three times and reading of the plates
was carried out in a ELISA reader to 405nm. Samples were considered positive
when absorbance values were two and half times superior to the value of the
negative control. For the IC-RT-PCR analysis, polystyrene plates were
sensitized with the polyclonal antibody 1006/BR, for the virus capture.
Afterwards , the synthesis of complemental DNA was accomplished (cDNA) for
Reverse Transcriptase (RT) and, following , the amplification of the gene capsid
protein (GCP) through the PCR. The results demonstrated that, under natural
field conditions, the detection of the virus through ELISA occurred from seven to
eight months after the plants were put in the field, while by IC-RT-PCR, CTV
was detected four months after planting, in the North area plants. The
symptomatology analysis donetwo years after the experiment installation,
revealed strong stem pitting symptom in just one of the plants from the North
area. However, the severe isolate discrimination was not observed in the tests of
ELISA through the specific monoclonal antibodies for the Capdo Bonito
complex. The technique of IC-RT-PCR, however, with protocol adaptation, was
considered more effective than the ELISA one in the determination of the
minimum time for systemic CTV detection of plants exposed to infection under
the natural field conditions.

Key-words: Trap plants, Citrus tristeza virus, ELISA, IC-RT-PCR.



1. INTRODUCAO

Das moléstias associadas as plantas citricas, a tristeza, causada pelo
Citrus tristeza virus (CTV), € considerada uma das mais destrutivas doencas que
atingiram a cultura no altimo século.

O CTV é um closterovirus que ocorre como um complexo de isolados
que diferem nos sintomas induzidos nos diferentes hospedeiros. Esta virose tem a
capacidade de infectar praticamente todas as espécies, variedades e hibridos do
género Citrus, algumas Rutaceas ndo citricas e certas espécies de Passiflora
(WALLACE, 1978; MULLER, COSTA, 1991). O virus é transmitido via
enxertia e de forma semipersistente por diferentes espécies de afideos (LEE et
al., 1994).

Inimeras técnicas tém sido utilizadas visando detectar e caracterizar
isolados de CTV nos seus diferentes hospedeiros. A indexacdo bioldgica € um
método de diagndstico do CTV utilizado ha muitos anos nos programas de
certificacdo de matrizes e inspecao de pomares, contudo, o procedimento é lento,
laborioso e caro (ROCHA-PENA, LEE, 1991).

Atualmente, com o grande progresso cientifico e tecnoldgico, varios
métodos eficientes de diagndsticos tém sido desenvolvidos e aperfeicoados, entre
eles os métodos sorologicos, os biomoleculares e as associa¢des entre estes dois
métodos (SEQUEIRA, 1992; ALMEIDA, LIMA, 2001).

No entanto, nas Ultimas décadas, muitas pesquisas foram feitas sobre o
CTV, mas poucas investigam o periodo de incubacdo, que podem contribuir para
0 entendimento da epidemiologia e para programas de controle desta virose.

Com o intuito de ampliar estes estudos, nas condigOes paranaenses, a

presente pesquisa teve como objetivos:



Analisar a eficiéncia das técnicas de “enzyme linked
immunosorbent assay” (ELISA) e imunocaptura seguida de
reacdo da polimerase em cadeia (IC-RT-PCR) na deteccéo de
CTV.

Avaliar o espaco de tempo necessario de exposicdo para que
plantas livres de virus sejam infectadas pelo CTV, em
condi¢cdes naturais de campo, em trés pomares comerciais do

Estado do Parana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Tristeza do Citros

2.1.1. Descoberta, disseminacao e epidemias

Os primeiros relatos da tristeza dos citros se deram na Africa do Sul, no
inicio do século XX, em plantas que demonstravam incompatibilidade em laranja
doce enxertada em laranja ‘Azeda’. A mesma incompatibilidade foi observada
em outras regides do mundo (COSTA, 1956; ROISTACHER, 1991; ROCHA-
PENA et al., 1995; MULLER, REZENDE, 2004).

Na Argentina, em 1930, foi registrada a primeira grande epidemia, que
mais de 10 milhGes de arvores foram perdidas devido a tristeza (COSTA, 1956;
BAR-JOSEPH et al., 1989). Problemas semelhantes ao ocorrido neste pais foram
observados nos Estados Unidos e Espanha, causando, no mundo, danos que
chegaram aos 50 milhdes de plantas em aproximadamente 60 anos (BAR-
JOSEPH et al. 1989).

No Brasil, a tristeza pode ter sido introduzida vindo da Argentina ou,
entdo, diretamente da Africa do Sul, em plantas ou borbulhas, trazidas por
empresas que possuiam plantacdes de citros tanto na Africa como no Brasil. Os
primeiros registros datam 1937, na regido do Vale do Paraiba, no Estado de Séo
Paulo, onde passou a ser denominada tristeza. A virose se alastrou rapidamente
dizimando os pomares brasileiros na decada de 1940, quando, aproximadamente,
seis milhdes de plantas citricas sobre porta-enxerto de laranja ‘Azeda’ foram
perdidas (COSTA, 1956; BAR-JOSEPH et al., 1989; MULLER, COSTA, 1991;
MULLER et al, 1999).



Em 1940, Bitancourt, desenvolvendo estudos estatisticos da distribuicdo
da doenca no campo, observou que a disseminacdo da doenca se fazia na direcédo
dos ventos predominantes e de planta a planta. Este fato levou o pesquisador a
formular uma das primeiras hipoteses em relacdo ao agente causal e modo de
transmissdo da tristeza. Tratava-se de uma doenca infecciosa, causada,
provavelmente, por um virus, transmitido por inseto (BAR-JOSEPH et al., 1989).

A natureza infecciosa da tristeza foi confirmada apenas em 1946 por
Meneghini et al., que transmitiram a doenca através de afideos, e em 1947 por
Wallace e Fawcett, que transmitiram a doenca através da enxertia de borbulhas
infectadas. Os resultados obtidos por estes pesquisadores foram repetidos no
Brasil por Bennet e Costa em 1949, que além de confirmarem a transmissdo do
virus por unido de tecidos e por insetos, também forneceram uma serie de
informacGes adicionais, compreendendo o circulo de hospedeiras e reacdo dos
diferentes tipos de citros a tristeza (MULLER, 1976; BAR-JOSEPH et al., 1989).

As particulas do Citrus tristeza virus (CTV) foram observadas pela
primeira vez em tecidos vegetais do floema de plantas sintomaticas, por Kitajima
et al. (1964), através de técnicas de microscopia eletrdnica, que permitiram a
confirmacao do agente causal da doenca. A purificacdo parcial do virus no Brasil
foi obtida por Silva e colaboradores em 1965 (MULLER et al., 1991; BAR-
JOSEPH et al., 2002).

2.1.2. Hospedeiros e sintomatologia

O Citrus tristeza virus (CTV) infecta, praticamente, todas as espécies,
variedades e hibridos do género Citrus, algumas Rutaceas ndo citricas, como a
Aeglopsis chevalieri Swing, Afraegle paniculata Schum e Pamburus missiones
Swing, e certas espécies de Passiflora (MCGOVERN et al., 1994).

Os tecidos das plantas citricas podem responder de diferentes formas a
infeccdo pelo CTV, podendo ser tolerantes, parcialmente tolerantes, intolerantes

ou resistentes ao virus. Assim, sdo consideradas tolerantes as plantas que



possibilitam a multiplicacdo do virus em seus tubos crivados sem que haja
necrose na regidao da enxertia, ndo afetando o crescimento e a producdo. J& uma
espécie é considerada resistente quando ndo permite a multiplicacdo das
particulas virais em seus tecidos (BORDIGNON et al., 2003).

Deste modo, os sintomas podem variar conforme a espécie hospedeira
(copa e porta-enxerto), acoplados a severidade do isolado do virus, tempo de
infeccdo, habilidade de protecédo cruzada e condi¢cdes ambientais, principalmente,
da temperatura (MULLER, COSTA, 1993; ROCHA-PENA et al., 1995;
BORDIGNON et al., 2003).

Segundo Lee et al. (1994), os principais sintomas induzidos pelo CTV
sdo agrupados em: declinio rapido, caracterizado por causar danos as células do
floema no ponto abaixo da unido enxerto/porta-enxerto; caneluras, caracterizadas
por depressOes rasas e alongadas que se formam no lenho, tanto no tronco, como
nos galhos e ramos mais finos; amarelecimento, palidez e suberizacdo das
nervuras.

Em copas de citros suscetiveis ao virus enxertadas em porta-enxerto de
laranja azeda, os sintomas caracteristicos séo as folhas ligeiramente bronzeadas,
aspecto coreaceo, quebradicas e, em alguns casos, ocorre também o
amarelecimento da nervura central, declinio rapido da planta, seca gradativa dos
galhos, necrose dos tubos crivados da laranja azeda, podriddo das radicelas e
morte da planta (MULLER, 1976; POMPEU JUNIOR, 1986; MULLER,
COSTA, 1991).

Variedades de laranja doce, como ‘Bardo’, ‘Mediterranea’ e ‘Péra’, de pé
franco ou enxertada em porta-enxerto mais tolerante, infectadas com o virus,
apresentam reacOes variadas de ananicamento, clorose das folhas e caneluras. As
plantas afetadas apresentam pequena producdo, com predomindncia de frutos
middos, de cor verde palida, conformacdo defeituosa, com elevada acidez e baixo
teor de suco, contudo, os haplotipos que induzem caneluras ndo levam as plantas
a morte (MULLER, 1976; MULLER, COSTA, 1991; FERGUSON, GARNSEY,
1993; LEE et al., 1994).

No Brasil, ocorrem varios complexos de CTV levando a expressdo de



diferentes sintomas. Entre esses isolados, o conjunto denominado “Complexo
Capdo Bonito” é considerado o mais severo por provocar sérios danos na
combinacdo de copa de laranja ‘Péra’ em porta-enxerto de limdo ‘Cravo’. As
plantas infectadas apresentam baixa taxa de crescimento, brotos axilares curtos,
galhos quebradicos, folhas menores, com sintomas de deficiéncia de nutrientes,
frutos mitdos, secos e com sementes mal formadas, e caneluras (MULLER et al.,
1976, 1991 ; TARGON et al.; 2000).

2.1.3. Controle da doenca

Em paises onde a tristeza ndo esta amplamente disseminada, como é o
caso da Espanha e Israel, o controle se da pela erradicacéo das plantas infectadas
dos pomares e utilizacdo de combinagbes copa/porta-enxerto tolerantes. Porém,
no Brasil e outros paises, onde o CTV encontra-se completamente disseminado
devido a presenca abundante do afideo vetor, as técnicas de controle devem ser
planejadas, considerando sempre a sua presenca (MULLER, 1976; MULLER,
COSTA, 1991).

Num primeiro momento, a medida de controle do CTV utilizada nestes
paises baseou-se na substituicdo do porta-enxerto de laranja Azeda por outros
mais tolerantes. Entretanto, observagcOes posteriores, realizadas em pomares
comerciais, demonstraram que copas de algumas variedades de laranja doce,
como a ‘Péra’, pomelos e limas acidas ndo se desenvolviam satisfatoriamente,
mesmo quando enxertadas em cavalos tolerantes (REZENDE, MULLER, 1995).

O controle satisfatorio da virose, nestas variedades, foi alcancado por
meio da protecdo cruzada ou pré-imunizacdo a partir de 1961 (REZENDE,
MULLER, 1995; MULLER et al, 1999; MULLER, CARVALHO, 2001;
SCHAFER et al., 2001). Isto se deu gracas a estudos realizados na década de
1950 numa parceria entre pesquisadores brasileiros e norte-americanos, que
demonstraram a existéncia de isolados fracos do virus da tristeza, com habilidade
de protecdo contra os isolados fortes (COSTA, MULLER, 1980; MULLER et al.,



1999; MULLER, CARVALHO, 2001).

Para dar inicio ao programa de pré-imunizacao, 45 isolados fracos foram
selecionados e testados. No entanto, foram considerados satisfatorios apenas dois
isolados para laranja ‘Péra’, dois isolados para liméo ‘Galego’ e um isolado para
pomelo (MULLER et al., 1999; MULLER, CARVALHO, 2001).

De acordo com Costa e Miller (1980), o uso da pré-imunizacdo, com
isolados fracos para o controle da tristeza em plantas de laranja ‘Péra’, é
praticamente o Unico caso no mundo onde essa técnica atingiu escala comercial
de desenvolvimento, provocando o ressurgimento do cultivo dessa variedade que
estava praticamente desaparecendo do estado de S&o Paulo, devido a sua alta
sensibilidade a essa virose.

Estimativas realizadas no ano de 2001 indicavam a existéncia de mais de
80 milhdes de plantas de ‘Péra’ pré-imunizadas no Brasil, uma vez que
experimentos de campo e também comparacGes levadas a cabo por citricultores,
seguidas de plantios ao longo dos anos, mostram que o clone de laranja ‘Péra’
pré-imunizado tem se posicionado entre os melhores da variedade, indicando que
a protecdo vem sendo mantida através das sucessivas propagacfes clonais
(MULLER, CARVALHO, 2001).

2.2. O Citrus tristeza virus (CTV)

2.2.1. Classificagdo e morfologia

O Citrus tristeza virus (CTV) pertence a familia Closteroviridae, género
Closterovirus (YOKOMI, DEBORDE, 2005). E constituido por particulas longas
e filamentosas, apresenta simetria helicoidal, dimensdes que podem variar de 10
a 12 nm de diametro e 2000 nm de comprimento (KITAJIMA et al., 1964) e peso
molecular de aproximadamente 6,5 X 10° KDa, estando normalmente localizadas

no floema de plantas infectadas, formando corpos de inclusdo (KARASEYV et al.,



1995). Estes agregados ja foram detectados em parénguima de floema, mesofilos
e células da epiderme (BAR-JOSEPH et al., 1989; DOLJA et al., 1994).

2.2.2. O genoma viral

O CTV é constituido por um capsideo protéico de 25 KDa envolvendo
uma molécula de RNA de fita simples (ssSRNA), de sentido positivo (+), e ndo
possui cauda poli-A na extremidade 3’ (SEKYA et al.,, 1991). O genoma
completo é composto de aproximadamente 19.296 nucleotideos, com 12 ORFs
(open reading frames) que podem codificar 19 produtos protéicos, como a RNA
polimerase (ORF 1b), a helicase (ORF 1a), a proteina do capsideo viral p25
(ORF 7), a proteina p27, apontada como uma cépia divergente da p25 (ORF 6)
(KARASEYV et al., 1995; HILF, 2005).

Além dos virions de fita Gnica positiva de RNA, as plantas infectadas
pelo CTV contém uma populagdo heterogénea de, pelo menos, nove particulas
menores de RNA subgendmicos (PAPPU et al.,, 1993; HILF et al., 1995;
KARASEV et al., 1998) e também de RNAs de 2,0 e 5,0 KB, defectivos,
instaveis e varidveis (KARASEV et al., 1998). Estas particulas defectivas podem
estar associadas aos sintomas tipicos de amarelecimento de plantulas
(MAWASSI et al., 1995; YANG et al., 1999).

Sekya et al. (1991) realizaram os primeiros trabalhos de clonagem e
seglienciamento do gene da proteina do capsideo (GCP) do isolado de CTV T36
da Flérida. O estudo apontou a presenca de uma matriz de leitura aberta (ORF)
de 669 nucleotideos flanqueada por varios cédons de terminacao.

Atualmente, séo conhecidas as sequiéncias completas de sete isolados de
CTV: T30, um isolado moderado da Florida (ALBIACH-MARTI et al., 2000);
T36, isolado que causa declinio na Florida (KARASEYV et al., 1995); VT, isolado
que causa declinio em Israel (MAWASSI et al., 1996); SY568, isolado que causa
declinio e caneluras em laranja doce na California (YANG et al., 1999); T385,
isolado moderado da Espanha (VIVES et al., 1999); NUaga, isolado do Japéo



(SUASTIKA et al. 2001); e Qaha, isolado do Egito (GenBank Accession N°
AY340974). Segundo Hilf (2005), a seqliéncia de nucleotideos destes isolados

varia entre 19.226 e 19.302, contudo, o0 numero de ORFs presentes é similar.

2.2.3. Epidemiologia

O virus é transmitido por propagacdo vegetativa, enxertia de borbulhas,
galhos, pedacos de folhas e raizes, alem de diferentes espéecies de afideos vetores,
entre elas Aphis gossypii, Aphis spiraecola, Myzus persicae, Toxoptera aurantii,
Toxoptera citricida, sendo o ultimo o mais eficiente (MCGORVERN et al.,
1994; YOKOMI, 1994).

A transmissdo do CTV, através do vetor, se da de maneira
semipersistente, isto €, o virus ndo se multiplica no afideo e ndo ha periodo
latente (BAR-JOSEPH et al., 1989). O T. citricida € um inseto com dimensdes de
1,5 mm a 2,4 mm que apresenta coloragdo marrom escura, na forma jovem, e
preto brilhante, quando adulto, se diferenciado pelas antenas e asa da fémea alada
(MCGOVERN et al., 1994). Este vetor se move predominantemente de uma
arvore para outra imediatamente adjacente, além disso, pulgdes individuais s&o
capazes de transmitir o CTV em 30 minutos apds um periodo de aquisicédo de 20
minutos a 1 hora, podendo permanecer infectivos por 24 até 48 horas apos o
periodo de aquisicdo (MULLER, 1976; MCGORVERN et al., 1994; MULLER,
1996).

O desempenho do T. citricida, quanto a transmissdao do CTV, foi
confirmado por Costa e Grant, em 1951, que verificaram uma eficiéncia de 17%
realizando inoculagdes com insetos individuais. O mesmo teste realizado com
outros afideos vetores demonstrou que estes sdo bem menos eficientes
(MULLER, 1976).

Apos a inoculacdo do CTV na planta, pelo afideo, seja ho campo ou em
casa de vegetacdo, de forma natural ou experimental, um periodo minimo é

requerido para que o virus se dissemine pela planta. Neste sentido, estudos, que



analisaram a distribuicdo e movimento do virus através da indexacdo bioldgica
em plantas indicadoras de limdo ‘Galego’, indicaram que o tempo minimo de
deteccdo do CTV no tecido préximo ao local da inoculacéo por borbulhas foi de
oito dias (PRICE, 1968; TOLBA, 1976). Tolba (1976) observou que a infeccao
sisttmica somente ocorreu apos um ano da inoculagdo por borbulhas. No entanto,
Kitajima et al. (1964) detectaram a presenca de particulas virais de CTV nos
tecidos de floema dezesseis dias ap0s a inoculacdo através de microscopia

eletronica.

2.2.4. Deteccdo e caracterizagdo do CTV

Inimeras técnicas tém sido utilizadas visando detectar e diferenciar
haplotipos de CTV. Inicialmente, o diagnostico era baseado apenas na
sintomatologia, ja que ndo era possivel isolar o patégeno. A préatica, porém, ndo
assegura confiabilidade, uma vez que a doenca pode apresentar semelhangas com
deficiéncia nutricional ou outras patologias, como a podridao do pé, causada por
fungos do género Phytophthora, sendo que apenas um exame das raizes pode
distinguir as duas doengas (MOREIRA, 1960).

A indexacdo ou caracterizacdo biologica € um método de diagnostico do
CTV utilizado h&d muitos anos nos programas de certificacdo de matrizes e
inspecdo de pomares. Este procedimento utiliza plantas indicadoras para a
expressdo dos sintomas caracteristicos da doenga investigada. A planta a ser
indexada €, geralmente, enxertada sobre um porta-enxerto de crescimento
vigoroso, que recebe borbulhas da planta indicadora ou € enxertada diretamente
sobre a planta indicadora (BOVE, 1995).

Séo utilizadas como indicadoras de CTV as variedades de laranja azeda
(C. aurantium), lima é&cida ‘Galego’ ou lima ‘Mexicana’ (C. aurantifolia),
pomelos ‘Marsh seedless’ e ‘Duncan’ (C. paradisi) entre outras. Contudo, apesar
do emprego de plantas indicadoras de diferentes espécies ser considerado

imprescindivel na caracterizacdo de isolados do virus, a técnica demanda tempo
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relativamente longo para apresentar os resultados, exige uma infraestrutura de
casa de vegetacdo e cdmaras climéticas, além de ndo permitir a discriminagédo
entre isolados do virus (ROCHA-PENA, LEE, 1991; SEQUEIRA, 1992
MULLER, 1994).

O teste de infectabilidade consiste em submeter plantas livres de virus
aos insetos vetores. Constitui uma técnica segura, porém, € demorada e necessita
ser executada em viveiros ou estufas (MOREIRA et al., 1954; BROADBENT et
al., 1996).

Recentemente, com o grande progresso cientifico e tecnolégico, varios
métodos eficientes de diagndsticos tém sido desenvolvidos e/ou aperfeicoados,
destacando-se os métodos soroldgicos, biomoleculares, além de associacfes entre
estes métodos (SEQUEIRA, 1992; NIBLETT et al., 2000; ALMEIDA, LIMA,
2001).

2.2.4.1. Testes soroldgicos

O imunodiagnostico baseia-se na reacdo antigeno-anticorpo, que
marcado por imunofluorescéncia, radioatividade ou conjugado a uma enzima,
produz uma reacdo capaz de ser quantificada (KOENING, PAUL, 1982;
SEQUEIRA, 1992). Entre as diversas técnicas imunoldgicas capazes de detectar
a presenca de particulas virais encontram-se: 0 “enzyme linked immunosorbent
assay” (ELISA) (BAR-JOSEPH et al., 1979), “radio immunosorbente assay”
(RIA) (LEE et al., 1981), “immunofluorescent assay” (IFA) (BRLANSKY et al.,
1984), Western blot (LEE et al., 1987) entre outras.

O ELISA é o método imunoenzimatico de maior importancia para o
diagndstico de CTV e um dos mais utilizados, em funcdo da rapidez na obtencao
dos resultados, possibilidade de executar ensaios em grande escala, custo
relativamente baixo, alta sensibilidade, capacidade de quantificar e diferenciar
haplétipos do virus, além da execucdo ser facil, sem exigir elevada
especializagdo do pessoal (SEQUEIRA, 1992; MCGOVERN et al., 1994;
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CAMBRA et al, 2000; DIAS, 2002).

A versdo da técnica de ELISA, designada “sandwich” de duplo anticorpo
e introduzida, na fitopatologia, por Clark e Adams em 1977, baseia-se em fazer
aderir a uma placa de poliestireno anticorpos especificos para o virus. Em
seguida coloca-se nos pogos o extrato das amostras a serem testadas, juntam-se,
depois, os anticorpos conjugados a uma enzima e, finalmente, coloca-se o
substrato que, ao reagir com a enzima, levara a formacdo de coloracéo
amarelada. A leitura, entdo, é realizada num colorimetro, onde para cada poco €
medida a absorbancia no comprimento de onda de 405 nm. Embora esta versao
seja satisfatoria, ela apresenta limitacbes no campo de diagnostico. Criaram-se,
entdo, os métodos indiretos, assim designados porque o conjugado contendo a
enzima ndo se liga diretamente ao antigeno. Nestes métodos, apds colocar as
amostras contendo o virus, aplica-se um segundo anticorpo (anticorpo detector),
no qual o conjugado ira se fixar. Portanto, esta versdo exige que um segundo
anticorpo seja preparado contra o primeiro anticorpo. Isto e possivel injetando o
primeiro anticorpo em outro animal (KOENIG, PAUL, 1982; ROCHA-PENA,
LEE, 1991; SEQUEIRA, 1992).

2.2.4.1.1. Anticorpos

No sentido de realizar testes sorologicos, faz-se necessario o0
desenvolvimento de anticorpos. Estes, por sua vez, sdo moléculas de
imunoglobulinas com sitios de combinacdo que reconhecem a forma dos
epitopos, produzidos em animais cujo antigeno foi injetado em seu organismo
(MILSTEIN, 1980). A grande diversidade sorolégica que ocorre entre 0s
isolados de CTV permitiu o desenvolvimento de anticorpos policlonais, que
reconhecem diversos epitopos num Udnico virus, e monoclonais, que podem
reconhecer um unico epitopo na proteina do capsideo do CTV, possibilitando a
identificacdo de estirpes especificas (NIKOLAEVA et al., 1996).
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Os epitopos séo regides funcionais de um antigeno, com 6 a 12 residuos
de aminoacidos, capazes de se ligarem a sitios especificos de moléculas de
imunoglobulinas (NIKOLAEVA et al., 1996). Sdo conhecidas as sequéncias do
epitopo do anticorpo monoclonal MCA13 (PAPPU et al., 1993) e 3DF1 (PAPPU
et al., 1994) entre outros.

No Brasil, trabalho realizado por Targon et al. (1997) permitiu a obtencéo
de duas proteinas recombinantes a partir da clonagem e expressdo do gene do
capsideo viral do haplétipo de CTV presente em ‘Péra’ 135 CB. Estas proteinas,
denominadas CB-22 e CB-104, possuem um peso molecular de 28,7 Kda e 19
Kda, respectivamente, e apresentam homologia de 91,2% na sua sequéncia de
acidos nucléicos e 95,1% na sequéncia de aminoacidos.

Utilizando estas proteinas, Stach-Machado et al. (2002) produziram
anticorpos monoclonais. A imunizagdo de camundongos com uma ou com ambas
as proteinas permitiu a obtencdo de trés grupos distintos de anticorpos dessa
natureza. O primeiro grupo de anticorpo monoclonal, denominado 1C-04-12,
apresenta especificidade apenas para a proteina CB-22 e homologia com
haplotipos que induzem sintomas fracos em plantas indicadoras. O segundo
grupo de anticorpo monoclonal, denominado 39, é especifico para a proteina CB-
104 e apresenta alta homologia com isolados severos de CTV. O terceiro grupo,
constituido pelos monoclonais 30 e 37, reconhece as duas proteinas e nédo
apresenta reacdo cruzada com outras proteinas da prépria planta (STACH-
MACHADO et al., 2002).

Varios anticorpos monoclonais vém sendo utilizados no diagndstico do
CTV, destacando-se: o anticorpo monoclonal MCA-13, desenvolvido a partir do
haplotipo T36, que induz ananicamento em plantas citricas na Flérida (PAPPU et
al., 1993a; PERMAR et al., 1990), os anticorpos 3DF1 e 3CA5, produzidos a
partir de isolados da Espanha, que reagem com um grande numero de haplétipos,
independente dos sintomas induzidos no hospedeiro (POWELL et al., 1992), os
anticorpos 4B1, 4C1, 4E5 e 4F3, desenvolvidos no Marrocos, que reagem com

um grande namero de isolados do virus (ZEBZAMI et al., 1993).
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2.2.4.2. Métodos moleculares

As técnicas moleculares, que tornaram possivel a manipulacdo do
material genético dos organismos, tém sido utilizadas para identificacdo do CTV.
Entre elas destacam-se 0 mapeamento de peptideos da proteina do capsideo viral
(LEE et al., 1987), a analise de dsRNA de plantas infectadas (DODDS et al.,
1987), a clonagem e seqtienciamento do genoma viral (PAPPU et al., 1993a), a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (MULLES, FALOONA, 1986
apud ANDRADE, 1993), a analise do polimorfismo de fragmentos de restricdo
do gene da capa protéica (RFLP) (GILLINGS et al.,, 1993) e a analise do
polimorfismo conformacional da fita simples de DNA (SSCP) (FEBRES et al.,
1995).

A andlise de mapeamento de peptideos, revela diferencas na
sensibilidade de proteinas do capsideo a digestdo enzimatica e ao namero e
tamanho dos peptideos gerados (DODDS et al., 1987).

A andlise de dsRNA de plantas infectadas consiste em extrair material
genético do virus em sua forma replicativa, submeter as amostras a eletroforese
em gel de poliacrilamida e comparar os perfis eletroforéticos dos haplétipos do
virus (MORENO et al., 1990; MORENO et al., 1991). Contudo, segundo 0s
autores, os perfis de dsRNA podem variar dependendo do hospedeiro e da
estacdo do ano e nem sempre se relacionam com a viruléncia do haplétipo.

A hibridizacdo com sondas de cDNA ou cRNA é uma técnica que tem
sido utilizada para detectar diferencas localizadas em algumas regides do genoma
de diferentes haplétipos de CTV, todavia, o procedimento tem se mostrado
bastante restrito gracas a necessidade purificacdo do RNA e a utilizacdo de
sondas radioativas (SEQUEIRA, 1992; 1995; NARVAEZ et al., 2000). Além
disso, o desenvolvimento de ‘sondas frias’, ndo radioativas, vem se destacando
(SEQUEIRA, 1992).

A comparacdo de sequéncias de genes individuais € considerada hoje a
técnica mais precisa, contudo, é a mais cara e laboriosa (SOUZA et al., 2001).

A PCR é uma técnica que permite a amplifica¢do in vitro de um trecho
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de DNA milhdes de vezes em poucas horas. Na PCR, é possivel reproduzir o
processo de replicacdo natural do DNA com as vantagens de extrema rapidez e
de ser possivel determinar precisamente o trecho de DNA a ser amplificado.
Sendo necessario para a realizacdo da técnica a utilizacdo de um primer, que é
uma sequéncia curta de DNA, que pareia com o DNA-molde e serve de
iniciadores para a sintese in vitro de uma nova fita de DNA. Atualmente os
primers podem ser projetados e sintetizados sob medida para amplificacdo de
qualquer fragmento de DNA (ANDRADE, 1993; LANZA et al., 2000;).

A andlise RFLP consiste em digerir o gene da proteina do capsideo
(GCP) ou outras regides variaveis do genoma do CTV com enzimas de restricao,
submetendo as reacBes em corrida eletroforética e comparando os fragmentos
gerados de acordo com o tamanho de restricdo (GILLINGS et al., 1993; SOUZA
et al., 2001).

Zanineli-Ré (2004) desenvolveu um estudo visando ampliar o0s
conhecimentos sobre o comportamento de arvores de laranja ‘Péra’ infectadas
pelo CTV, através de sintomatologia induzida pelo virus, e caracterizacdo dos
haplotipos de CTV, através da técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), em plantas de diferentes pomares das regides Norte e Noroeste
do Estado do Parana.

Também no Estado, trabalho realizado por Costa et al. (2005), através de
analise RFLP, propos a identificacdo e selecdo de arvores de laranja ‘Péra’ com
potencial para plantas matrizes, avaliando os complexos de CTV presentes nestas
plantas, comparando-os com hapl6tipos fortes e fracos conhecidos.

A anélise SSPC baseia-se em mutagdes de ponto que induzem alteracdes
na conformacdo da molécula de DNA de fita simples (ssDNA) e,
consequientemente, sua mobilidade eletroforética, sendo assim, capaz de detectar
diferencas minimas na sequéncia de nucleotideos de isolados de CTV (SAVOV
etal., 1992; RUBIO et al., 1996).

Leonel (2004) caracterizou os complexos do virus presentes em plantas
de trés variedades de laranja doce, submetidos a diferentes tratamentos. Carraro

et al. (2003) avaliaram complexos de CTV de pomares de laranja ‘Péra’ da
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regido Norte do Estado do Parana, estabelecendo comparacdes com isolados
severos do Estado de Sao Paulo.

A microscopia eletrénica € um importante meio para a deteccéo de virus,
contudo, a operacdo tem um alto custo, requer ajuda técnica altamente treinada e
além disso, a técnica ndo possibilita diferenciar os isolados (ROCHA-PENA,
LEE, 1991).

2.24.3. IC-RT-PCR

A técnica IC-RT-PCR  (Immunocapture-Reverse  Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) combina a purificacdo parcial do virus através de
anticorpos, a PCR e a quantificacdo do produto amplificado por fluorescéncia,
compreendendo uma pratica segura e rapida (NOLASCO et al., 1993; HILF,
GARNSEY, 2002). No entanto, Nolasco et al. (1997) afirmam que, apesar das
vantagens oferecidas pelo método, ainda ha restricdo quanto a sua utilizacéo, isto
porque a técnica de PCR é mais laboriosa e onerosa do que a técnica de ELISA.

A imunocaptura utiliza placas de poliestireno ou policarbonato contendo
anticorpos especificos para a captura do virus que se pretende detectar. As
particulas capturadas pelos anticorpos sao transcritas e amplificadas pela reacao
de RT-PCR (NOLASCO et al., 1993; NOLASCO et al., 1997; HILF,
GARNSEY, 2002).

Varios autores tém utilizado a técnica de IC-RT-PCR na deteccdo e
caracterizacdo do CTV. Nolasco et al. (1997) avaliaram, atraves da técnica,
isolados que entraram ilegalmente em Portugal. Zemzami et al. (2002)
confrontaram caracteristicas biolégicas e moleculares,obtidas pelo IC-RT-PCR,
de isolados de CTV do Marrocos. Mathews et al. (1997) compararam o0 método
IC-RT-PCR, extracdo de acidos nucléicos totais, seguida de RT-PCR e ELISA,
para avaliar o tempo necessario para ocorrer a deteccdo do CTV pelos diferentes

métodos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e isolados de CTV

O material vegetal, fonte de in6culo de CTV, consistiu, inicialmente, de
quinze mudas de laranja ‘Péra’, enxertadas em porta-enxerto de limdo ‘Cravo’ e
livres de virus pela técnica de microenxertia. As mudas foram produzidas pelo
Centro APTA Citrus “Sylvio Moreira”, do Instituto Agronémico de Campinas
(IAC), localizado no municipio de Cordeiropolis, Sdo Paulo, e encaminhadas
para a Universidade Estadual de Maringa, Parana, onde foram armazenadas em
estufa até 0 momento de serem levadas a campo.

Ap0s a certificacdo da sanidade das mudas em relacdo ao CTV, obtida
atraves de testes de ELISA, em 24 de marco de 2003, o primeiro experimento foi
instalado no campo em 4 de abril de 2003. O plantio foi realizado em trés
pomares comerciais de laranja ‘Péra’, sendo um localizado na regido Norte e dois
na regido Noroeste do Estado do Parana, com cinco repeticdes por pomar,
distribuidas aleatoriamente entre as arvores adultas para atuarem como plantas
armadilhas de CTV (Figura 1 e 2, Quadro 1).

Folhas e ramos jovens de plantas livres de virus (controle negativo), das
quinze plantulas, de plantas adultas de laranja ‘Péra’, pertencentes aos pomares
(controles positivos) e localizadas ao redor das armadilhas, foram coletados nos
meses de abril/2003, julho/2003, novembro/2003, janeiro/2004, margco/2004,
julho/2004, setembro/2004 e dezembro/2004. As nervuras principais e as cascas
dos ramos foram retiradas com auxilio de estilete, liofilizadas e utilizadas para a
avaliacdo da infeccdo por CTV através de ELISA.

Um segundo experimento, também constituido de quinze mudas de

laranja ‘Péra’ em porta-enxerto de limdo ‘Cravo’, livres de virus por
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microenxertia, cedidas pelo Nucleo de Biotecnologia Aplicada (NBA) da UEM,
foi instalado nos mesmos pomares comerciais das regides Norte e Noroeste do
Estado do Parand, em 11 de outubro de 2004, e avaliado por IC-RT-PCR.

A primeira avaliacdo por IC-RT-PCR foi realizada antes do plantio para
a certificagcdo da sanidade das plantulas. A instalacdo desse segundo experimento
foi, também, realizada com cinco repeti¢cGes por pomar, plantadas aleatoriamente
entre as plantas adultas de laranja ‘Péra’ dos mesmos pomares comerciais
(Quadro 2).

Folhas e ramos jovens das quinze plantulas do segundo experimento
foram coletados nas seguintes datas: 16/10/2004, 01/11/2004, 07/12/2004,
10/01/2005 e 17/02/2005. O material (nervuras de folhas e cascas de ramos) foi
liofilizado e utilizado para a detecgédo de CTV por IC-RT-PCR.

Devido ao pequeno tamanho das mudas, o material vegetal para as
coletas era bem reduzido, deste modo, as amostras das plantas de cada uma das

propriedades foram agrupadas formando um “bulk’ de amostras.
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Figura 1. Planta armadilha
instalada no pomar de
Alto Parana na regido
Noroeste do Estado.

Figura 2. Planta armadilha
instalada no pomar de
Nova Esperanca na
regido Noroeste do
Estado.
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Quadro 1. Plantas de laranja “Péra’ que atuaram como armadilhas de CTV no
experimento 1 (ELISA) e locais de plantio.

N° de ordem das

plantas Local da Propriedade Regido do Estado
1 Nova Esperanga — PR Noroeste
2 Nova Esperanca — PR Noroeste
3 Nova Esperanga — PR Noroeste
4 Nova Esperanga — PR Noroeste
5 Nova Esperanca — PR Noroeste
6 Rolandia - PR Norte
7 Rolandia - PR Norte
8 Rolandia - PR Norte
9 Rolandia - PR Norte
10 Rolandia - PR Norte
11 Alto Parand - PR Noroeste
12 Alto Parand - PR Noroeste
13 Alto Parand - PR Noroeste
14 Alto Parand — PR Noroeste
15 Alto Parand — PR Noroeste

Quadro 2. Plantas de laranja ‘Péra’ que atuaram como armadilhas de CTV
no experimento 2 (IC-RT-PCR) e locais de plantio.

N° de ordem Local da Propriedade Regido do Estado
16 Nova Esperanca — PR Noroeste
17 Nova Esperanga — PR Noroeste
18 Nova Esperanga — PR Noroeste
19 Nova Esperanca — PR Noroeste
20 Nova Esperanga — PR Noroeste
21 Rolandia - PR Norte
22 Rolandia - PR Norte
23 Rolandia - PR Norte
24 Rolandia - PR Norte
25 Rolandia - PR Norte
26 Alto Parana - PR Noroeste
27 Alto Parana - PR Noroeste
28 Alto Parana - PR Noroeste
29 Alto Parana - PR Noroeste
30 Alto Parang - PR Noroeste
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3.2. Analise Soroldgica

A andlise soroldgica foi realizada por meio de ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay), na versdo “Sandwich” de duplo anticorpo, segundo a
metodologia descrita por Clark et al. (1986).

As amostras foram pesadas (0,150 g), trituradas em nitrogénio liquido e
ressuspendidas em 1,5 mL de tampdo de extracdo PBS-Tween20 2% PVP
(polivinilpirrolidona) e, em seguida, centrifugadas a 6500 rpm por 15 minutos
para obtencdo do sobrenadante.

Todos os ensaios foram realizados com trés repeticdes, utilizando
extratos de plantas do campo como controles positivos e extratos de plantas
sadias como controles negativos. Os anticorpos utilizados para realizagcdo do
ELISA foram os monoclonais 30g-02, 37g-11, 39-07 e 1C-04-12 (diluicdes
1:1000) e o anticorpo policlonal PCA 1006/Br (diluicdo 1:1000) (STACH-
MACHADO et al., 2002).

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 100 pl/pogco do
anticorpo policlonal em tampéo carbonato 0,2M pH 9,6 (1:1000) e incubadas
overnight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram bloqueadas com 100 ul/poco
da mistura de tampéo fosfato salino (PBS) e 2% de leite em pd ‘Molico’ e, apds
serem incubadas durante 1 hora a 37°C, foram lavadas por trés vezes com
tampdo PBS-Tween 20 (PBS + 0,05% de Tween 20). Foram adicionados, em
seguida, 100 ul/poco da solucdo de extracdo das amostras e dos controles
positivos e negativos e as placas foram incubadas overnight a 4°C. Apos ser
realizada a lavagem por trés vezes com tampdo PBS-Tween 20, foram
adicionados os anticorpos monoclonais (100 pl/pocgo) na diluicdo de 1:1000 em
PBS. As placas foram mantidas por duas horas a 37°C e, em seguida, novamente
lavadas por trés vezes com PBS-Tween 20. Posteriormente, foram acrescentados
100 pl/pogo do conjugado antiimunoglobulina de camundongo marcado com
fosfatase alcalina (Sigma) na diluicdo 1:10.000 em PBS, incubando as placas a

37°C por uma hora. Apos a lavagem das placas, foram adicionados 100 ul/pogo
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de substrato pNPP (para-nitrofenil fosfato) na concentragdo de 1mg/mL diluido
em tampéo substrato (0,05M Dietanolamina pH 9,6). As placas foram envolvidas
em papel aluminio e mantidas no escuro a temperatura ambiente. A leitura das
placas foi realizada em leitor de ELISA (Rosys Anthos 2010) a um comprimento
de onda de 405 nm, ap6s 1, 2 e 3 horas de incubagcdo no escuro. Foram
consideradas positivas as amostras com valores de absorbancia (A4gs) superior a
duas e meia vezes o valor do controle negativo, como sugerido por Mathews et
al. (1997).

3.3. IC-RT-PCR

3.3.1. Imunocaptura

As amostras foram pesadas (0,1 g), trituradas em nitrogénio liquido e
ressuspendidas em 1 mL de tampdo de extracdo PBS-Tween20, 2% PVP. Em
seguida, foram centrifugadas a 6500 rpm por 15 minutos para obtencdo do
sobrenadante.

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 100 pl/pogo do
anticorpo policlonal 1006 em tampdo carbonato 0,2M pH 9,6 (1:10000) e
incubadas a 37°C por 3 horas e meia. As placas foram lavadas por trés vezes com
tampéo PBS-Tween 20 (PBS + 0,05% de Tween 20) e 100 pl/poco da solucdo de
extracdo e dos controles positivos e negativos foram adicionados. Apods
incubacdo overnight a 4°C, foi realizada a lavagem por trés vezes com tampéo
PBS-Tween 20.

3.3.2. Sintese de DNA complementar (cDNA) pela Transcriptase Reversa

As placas com as amostras foram colocadas em estufa a 65°C por 10
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minutos para a desnaturacdo do dsSRNA (RNA de fita dupla) viral e, em seguida ,
foram mantidas em gelo por 1 minuto. Logo apo6s a retirada das placas do gelo,
foi adicionado em cada po¢co um mix contendo Transcriptase reversa (RT),
Random primers (Invitrogen), dNTP (10mM), DTT (2mM), TTR, RNaseOUT
(Invitrogen) (10U) e &gua milli-Q autoclavada, com volume final de 30ul. As
placas foram incubadas a 37°C por 2 horas, para que ocorresse a sintese da
primeira fita de cDNA. O produto da reacdo da transcriptase reversa foi retirado

da placa e transferido para um microtubo de 200ul. ou 500 pl.

3.3.3. Amplificacédo do gene da proteina do capsideo (GCP) através da PCR

A amplificagdo do GCP foi realizada utilizando-se dois ‘primers’
especificos para CTV, o CN119 e o CN120. As reacdes de PCR foram
preparadas em um volume de 25 ul contendo: tampé&o 10X (200mM Tris-HClI,
pH 8,4; 500 mM KCI), MgCl, (50mM), dNTP (10mM), CN119 (100ng), CN120
(100ng), Taqg DNA Polimerase (Invitrogen) (2,5U), cDNA e agua milli-Q
autoclavada. O termociclador foi programado para 35 ciclos de desnaturagéo por
1 minuto a 94°C, anelamento por 1 minuto a 48°C e sintese de DNA por 1
minuto a 72°C, seguidos de um periodo de extensdo de 10 minutos a 72°C.

O produto da reacdo de amplificacdo foi analisado através de
eletroforese em gel de 1% de agarose, contendo 2ul de brometo de etidio e
fotografados sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentacdo (UVP
GDS-8000 System).

3.4. Extracdo de &cidos nucléicos totais seguida de RT-PCR

As amostras foram pesadas (0,150 g), trituradas em nitrogénio liquido e
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ressuspendidas em 500ul de tampédo de extracdo (SDS 2%, Tris 0.1M pH 8.0,
EDTA 2mM, agua milli-Q). Em seguida, foram agitadas por 10 minutos. A essa
mistura, foram adicionados 500 ul de 1:1 fenol-cloroférmio e elevada a uma
temperatura de 70°C por 5 minutos; em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a temperatura ambiente e adicionadas 500ul de Cloroférmio e,
novamente, as amostras foram levadas a centrifuga por mais 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado e transferido para um novo microtubo.

O sobrenadante (150ul de cada amostra) foi adicionado em colunas de
sephadex, preparadas em seringas estéreis de 1 mL. As colunas, contendo o
sobrenadante, foram centrifugadas em baixa rotacdo por um minuto. Ao produto
resultante da centrifugacdo, foram adicionados 1/10 de acetato e 3 volumes de
etanol 100%. As amostras foram armazenadas a —20°C overnight, centrifugadas
por 25 minutos e lavadas com etanol 70% e 100%, respectivamente. O produto
da extracdo foi suspenso em 25ul de agua milli-Q autoclavada. Em seguida,
realizou-se a transcricédo reversa (RT) e a amplificacdo do GCP atraves da técnica
de PCR.

3.4.1. Sintese de DNA complementar (cDNA) pela Transcriptase Reversa

Em microtubos foram colocados 3ul da amostra e um mix contendo
Transcriptase reversa (RT), Random primers (Invitrogen), dNTP (10mM), DTT
(2mM), TTR, RNaseOUT (Invitrogen) (10U) e agua milli-Q autoclavada, com
volume final de 20ul. Os microtubos foram incubados a 37°C por 2 horas, para

que ocorresse a sintese da primeira fita de cDNA.
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3.4.2. Amplificacdo do gene da proteina do capsideo (GCP) através da PCR

A amplificacdo do GCP foi realizada conforme descrito anteriormente
na técnica de IC-RT-PCR, utilizando-se os ‘primers’ especificos para CTV,
CN119 e CN120. O mix para as reacoes de PCR foi preparado em um volume de
25 ul contendo: tampdo 10X (200mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM KCI), MgCl,
(50mM), dNTP (10mM), CN119 (100ng), CN120 (100ng), Tag DNA Polimerase
(Invitrogen) (2,5U), cDNA e agua milli-Q autoclavada. O termociclador foi
programado para 35 ciclos de desnaturagéo por 1 minuto a 94°C, anelamento por
1 minuto a 48°C e sintese de DNA por 1 minuto a 72°C, seguidos de um periodo
de extenséo de 10 minutos a 72°.

O produto da reacdo de amplificacdo foi analisado através de
eletroforese em gel de 1% de agarose, contendo 2ul de brometo de etidio e
fotografados sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentacdo (UVP
GDS-8000 System).

3.5. Avaliacao de caneluras

Para avaliacdo de caneluras, segmentos de ramos foram coletados das
plantas armadilhas do primeiro experimento, apds dois anos do plantio. Estes
segmentos foram acondicionados em sacos de papel. 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), onde: 1= auséncia de caneluras, 2= presenga de
caneluras esparsas, 3= ndmero intermediério de caneluras, 4= varias caneluras
superficiais ou poucas caneluras profundas e 5= toda a superficie do ramo

coberta por caneluras superficiais ou profundas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. A Deteccdo de CTV atraves de ELISA

As 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, encontram-se sumarizados nos Quadros 3, 4,5 e 6.

O diagndstico imunolégico realizado em margo de 2003, antes do
plantio, demonstrou que todas as mudas de laranja ‘Péra’, que posteriormente
(abril de 2003) foram levadas ao campo como plantas armadilhas, estavam livres

de virus. Nessas plantas, os valores de absorbancia a 405nm (A4q5) foram muito

préximos de zero.

Como as mudas estavam muito pequenas e com pouco material (folhas)
disponivel para as avaliagbes sorologicas, a primeira coleta foi realizada trés
meses apds o plantio, em julho de 2003. Na primeira avaliacdo, todas as amostras

apresentaram valores de A4qs5 inferiores a duas e meia vezes o valor do controle

negativo, com todos os monoclonais utilizados, revelando-se negativas a infeccéo
pelo CTV. Estes resultados eram esperados, uma vez que as plantulas
apresentavam um lento desenvolvimento, com poucas brotacgdes, e pulgdes néo
haviam sido observados sobre as mesmas durante 0s meses de outono e inverno.
A segunda coleta foi realizada em novembro de 2003, durante a
primavera, quando as plantas estavam mais desenvolvidas, com brotag0es novas,
e colonizadas por pulgdes, principalmente, as que foram plantadas no pomar da
regido Norte do Estado (Figura 3). Nessa ocasido, os titulos obtidos com o
anticorpo monoclonal 30g-02 foram superiores a duas e meia vezes o valor do
controle negativo, revelando a presenga do virus nos tecidos de todas as plantas

armadilhas. Apenas duas plantas de cada um dos ensaios com 0os monoclonais
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IC-04-12, 37g-11 e 39-07 apresentaram-se, ainda, negativas. A maioria das
amostras positivas apresentou valores de Ag4os ainda bastante baixos, em
comparagdo com 0s controles positivo, variando de 0,122 a 0,174 com o

monoclonal 30g-02, de 0,095 a 0,136 com o monoclonal 1C-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.

Figura 3. Planta armadilha colonizada por afideos na
propriedade de Rolandia (regido Norte do
Estado do Parana).
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Na coleta realizada no més de janeiro de 2004, dez meses apds o plantio,

todas as plantas apresentaram valores de A4q5 superiores a duas e meia vezes 0

valor do controle negativo com todos os monoclonais utilizados.

Estudos, semelhantes a este, que procuram relatar o periodo de tempo
necessario para que a infeccdo pelo CTV possa ser detectada por ELISA nas
condigdes naturais de campo, sdo escassos na literatura.

Com este objetivo, Bar-Joseph e Nitzan (1991) selecionaram nove
arvores de Minneola (C. reticulata x C. paradisi) em um pomar de Israel, onde a
tristeza ndo é endémica, e acompanharam sua infeccdo por isolados severos de
ananicamento. A primeira avaliacdo realizada por ELISA demonstrou que todas
as plantas estavam livres de virus. A presenca do virus nos tecidos sO foi
detectada através do diagnostico imunoldgico seis meses apds o surgimento dos
primeiros sintomas e, aproximadamente, dois anos apos o inicio das observacgdes.

Um outro experimento em condi¢cdes ndo endémicas da tristeza foi
conduzido em plantas sadias de laranja “Valéncia’, estabelecidas em uma area
ndo comercial da Flérida (GOTTWALD et al., 2002). Nessas plantas, um, de
quatro ramos marcados, foi inoculado com borbulhas infectadas com o isolado
fraco T30. Plantas sadias, com nenhum dos ramos inoculados, foram usadas
como controle. O movimento do CTV para os ramos ndo inoculados de algumas
das plantas foi detectado por ELISA somente seis meses apds a inoculagéo,
enquanto que os controles ndo apresentaram titulos que comprovassem a
presenca do virus nos tecidos, mesmo apds os dezessete meses de avaliacdo do
experimento.

Nas condi¢bes naturais de campo, no Brasil, onde a tristeza é endémica,
os resultados do presente estudo demonstraram que a infeccdo pelo CTV foi
detectada nas plantas armadilhas pela sensibilidade do método ELISA,
aproximadamente, oito meses apos o plantio. Isto ndo significa, no entanto, que o
virus ndo estava presente nos tecidos das plantas em periodos anteriores a sua
deteccdo. Sobre esse aspecto Gottwald et al. (2002) consideraram que,

provavelmente, 0 movimento sistémico do virus na planta ocorre poucas semanas
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apos a inoculacdo, porém, a quantidade reduzida do virus presente nos tecidos
torna invidvel sua deteccao por testes imunoldgicos.

Entretanto, Bar-Joseph e Nitzan (1991) conseguiram verificar, através de
ELISA, que ap6s a inoculacdo do CTV, por borbulhas, em plantas indicadoras de
laranja ‘Azeda’, sdo necessarios quarenta e quatro dias para encontrar o virus nas
partes basais da planta e cinglienta e um a cinquienta e oito dias para que ocorra a
infeccéo sistémica.

Como pode ser constatado nos Quadros 3, 4 e 5, valores crescentes e,
muitas vezes, expressivos de absorbancia, foram observados com os anticorpos
30g-02, 1C-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 proximos 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 regido Norte (Figura 3).
Segundo Rodriguez et al. (2004), a infec¢do por CTV € proporcional ao nimero
de afideos que pousam em plantas suscetiveis.

Titulos crescentes também foram observados com o monoclonal 39-07
na maioria das amostras. Porém, em relacdo as plantas do pomar de Rolandia, a
deteccdo por este anticorpo foi menos efetiva do que pelos anticorpos 30g-02 e
IC-04-12. Pouca variacédo foi observada nos valores de absorbancia dos controles
positivos com todos os monoclonais.

Nos estudos realizados por Carraro et al. (2003), os valores de
absorbancia, obtidos com os anticorpos 30g-02 e 1C-04-12, foram mais
significativos do que com os anticorpos 37g-11 e 39-07 em todas as amostras.
Resultados semelhantes foram obtidos por Corazza-Nunes et al. (2001) com o
monoclonal 30g-02 em relacdo ao 37g-11 e 39-07. Os autores sugeriram que 0S

anticorpos 37g-11 e 39-07 estavam reagindo mais especificamente com isolados
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severos de CTV, enquanto que o monoclonal 30g-02 n&o estava discriminando
isolados.

Ao analisar as habilidades destes anticorpos, Stach-Machado et al.
(2002) e Dias (2002) explicaram que os anticorpos monoclonais 30g-02 e 37g-11
estdo reconhecendo um determinante soroldégico comum a uma ampla gama de
isolados fracos e fortes, atuando como um anticorpo monoclonal universal. Em
relacdo ao monoclonal 1C-04-12, os autores consideraram que este apresenta
homologia com haplotipos que induzem sintomas fracos em plantas indicadoras,
enguanto que monoclonal 39-07 apresenta alta homologia com isolados severos
de CTV.

Recentemente, estudos realizados por Zanineli-Ré (2004), através da
analise da sintomatologia e RFLP, revelaram que as plantas de laranja doce dos
pomares da regido Noroeste do Estado do Parana estdo infectadas por isolados
fracos a moderados, enquanto que muitas plantas dos pomares da regido Norte
estdo infectadas por isolados severos de CTV. No entanto, como ja descrito, 0s
titulos obtidos com o monoclonal 39-07 nas plantas armadilhas instaladas na
regido Norte foram semelhantes ou mais baixos do que aqueles observados em
muitas das plantas armadilhas da regido Noroeste. Além disso, ndo foram
observadas diferengas marcantes entre a detecgdo por este monoclonal em
relacdo ao 30g-02, considerado universal. Portanto, durante o periodo de
avaliacdo deste estudo, ndo foi possivel verificar a habilidade do monoclonal 39-
07 na discriminacéo de isolados severos de CTV nas condigdes paranaenses.

FlutuacGes nos valores de absorbancia foram observadas em algumas
das amostras com 0s quatro anticorpos monoclonais utilizados, principalmente,
nos meses de julho e setembro de 2004 nas plantas 1, 6 e 9 com o monoclonal
30g-02, 6 e 10 com monoclonal 1C-04-12 e 6, 8 e 10 com o monoclonal 39-07.
Nestas plantas, os titulos obtidos na avaliacdo de julho de 2004 sugeriram uma
maior concentracdo do virus nos tecidos do que nas coletas dos meses
posteriores. De acordo com Lee et al. (1988), a severidade dos sintomas e o titulo
do CTV sédo influenciados pela temperatura. Os autores descreveram que

sintomas severos sdo produzidos em temperaturas mais frias e uma redugdo no
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titulo do virus pode ocorrer com o aumento gradativo da temperatura, levando,

em condicOes de calor extremo, a termoterapia.
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Quadro 3. Valores médios de Ayos,0btidos em ELISA utilizando o anticorpo policlonal 1006 (1:1000) para captura do antigeno e o anticorpo
monoclonal 30g-02 (1:1000) como anticorpo de deteccao.

Planta/L ocalidade mar/03 jul/03 Nov/03 jan/04 mar/04 jul/04 set/04 dez/04
Controle negativo® 0 0,043 0,040 0,029 0,037 0,050 0,046 0,034
Controle positivo/NE*> 0,837 0,836 0,836 0,798 0,830 0,847 0,823 0,792
1/NE 0 0,073 0,135 0,137 0,141 0,322 0,221 0,231

2/NE 0 0,041 0,124 0,131 0,131 0,135 0,135 0,186

3/INE 0 0,089 0,131 0,129 0,132 0,135 0,138 0,141

4/NE 0 0,085 0,128 0,151 0,137 0,129 0,126 0,147

5/NE 0 0,048 0,131 0,127 0,139 0,141 0,149 0,161
Controle positivo/R® 0,577 0,506 0,513 0,499 0,506 0,549 0,521 0,477
6/R 0 0,061 0,141 0,139 0,421 0,597 0,413 0,462

7/R 0 0,052 0,141 0,174 0,281 0,271 0,276 0,593

8/R 0 0,068 0,136 0,308 0,211 0,216 0,289 0,317

9/R 0 0,087 0,174 0,372 0,306 0,305 0,298 0,381

10/R 0 0,079 0,132 0,153 0,157 0,293 0,229 0,285
Controle positivo/AP* 0,788 0,654 0,539 0,680 0,625 0,659 0,650 0,653
11/AP 0 0,045 0,146 0,136 0,127 0,121 0,115 0,172

12/AP 0 0,061 0,122 0,153 0,131 0,118 0,116 0,138

13/AP 0 0,057 0,123 0,129 0,131 0,123 0,153 0,342

14/AP 0 0,056 0,124 0,163 0,124 0,119 0,119 0,167

15/AP 0 0,091 0,127 0,134 0,124 0,124 0,116 0,186

L. Planta livre de virus; >~ Planta da propriedade de Nova Esperanca; *- Planta da propriedade de Rolandia; *- Planta da propriedade de Alto
Parana.
NE- Nova Esperanca; R- Rolandia; AP- Alto Parana.



Quadro 4. Valores médios de Aygs, obtidos em ELISA Sandwich utilizando o anticorpo policlonal 1006 (1:1000) para captura do antigeno e o
anticorpo monoclonal 1C-04 (1:1000) como anticorpo de detec¢éo.

Planta/Localidade mar/03 jul/03 nov/03 jan/04 mar/04 jul/o4 set/04 dez/04
Controle negativo* 0 0,049 0,035 0,039 0,048 0,040 0,053 0,039
Controle positivo/NE> 0,458 0,506 0,554 0,557 0,486 0,580 0,672 0,657
1/NE 0 0,098 0,113 0,111 0,105 0,109 0,116 0,119

2/NE 0 0,060 0,119 0,121 0,123 0,106 0,130 0,122

3/NE 0 0,116 0,116 0,115 0,126 0,124 0,129 0,127

4/NE 0 0,095 0,122 0,146 0,108 0,112 0,123 0,147

5/NE 0 0,053 0,102 0,108 0,107 0,113 0,124 0,123
Controle positivo/R® 0,536 0,532 0,528 0,643 0,506 0,557 0,505 0,525
6/R 0 0,095 0,112 0,351 0,774 1,132 1,026 0,838

7/R 0 0,099 0.084 0,448 0,509 0,586 0,582 0,971

8/R 0 0,115 0.095 0,347 0,367 0,381 0,388 0,415

9/R 0 0,086 0.089 0,183 0,783 0,718 0,566 0,587

10/R 0 0,079 0.097 0,118 0,385 0,501 0,494 0,492
Controle positivo/AP* 0,483 0,495 0,508 0,475 0,463 0,468 0,487 0,454
11/AP 0 0,016 0,136 0,110 0,104 0,101 0,114 0,113

12/AP 0 0,090 0,119 0,110 0,108 0,109 0,116 0,121

13/AP 0 0,087 0,118 0,107 0,103 0,108 0,394 0,574

14/AP 0 0,103 0,116 0,112 0,106 0,116 0,124 0,121

15/AP 0 0,119 0,114 0,108 0,104 0,114 0,121 0,118

L. Planta livre de virus;’- Planta da propriedade de Nova Esperanca;*- Planta da propriedade de Rolandia; * Planta da propriedade de Alto
Parana.
NE- Nova Esperanca; R- Rolandia; AP- Alto Parana.



Quadro 5. Valores médios de Aygs, obtidos em ELISA Sandwich utilizando o anticorpo policlonal 1006 (1:1000) para captura do antigeno e o
anticorpo monoclonal 37g-11 (1:1000) como anticorpo de deteccao.

Planta/Localidade Mar/03 jul/03 nov/03 jan/04 mar/04 jul/o4 set/04 dez/04
Controle negativo* 0 0,054 0,040 0,039 0,048 0,051 0,046 0,044
Controle positivo/NE> 0,557 0,556 0,595 0,579 0,540 0,595 0,574 0,575
1/NE 0 0,053 0,117 0,117 0,112 0,143 0,138 0,145

2/NE 0 0,060 0,116 0,112 0,119 0,131 0,120 0,114

3/NE 0 0,079 0,098 0,111 0,117 0,112 0,118 0,134

4/NE 0 0,091 0,107 0,354 0,118 0,116 0,119 0,114

5/NE 0 0,095 0,103 0,120 0,119 0,106 0,136 0,126
Controle positivo/R® 0,515 0,507 0,500 0,562 0,475 0,508 0,476 0,488
6/R 0 0,064 0,107 0,215 0,211 0,339 0,340 0,399

7/R 0 0,040 0.131 0,203 0,197 0,151 0,181 0,303

8/R 0 0,069 0.127 0,141 0,141 0,156 0,188 0,172

9/R 0 0,099 0.151 0,119 0,223 0,212 0,235 0,229

10/R 0 0,096 0.109 0,114 0,134 0,225 0,246 0,224
Controle positivo/AP* 0,771 0,632 0,493 0,564 0,587 0,575 0,599 0,504
11/AP 0 0,032 0,118 0,115 0,114 0,119 0,124 0,228

12/AP 0 0,078 0,099 0,111 0,131 0,120 0,126 0,114

13/AP 0 0,096 0,118 0,107 0,134 0,105 0,161 0,179

14/ AP 0 0,085 0,121 0,132 0,121 0,106 0,136 0,116

15/AP 0 0,029 0,116 0,113 0,112 0,117 0,129 0,125

L. Planta livre de virus; > Planta da propriedade de Nova Esperanca; >- Planta da propriedade de Rolandia; *- Planta da propriedade de Alto
Parana.
NE- Nova Esperanca; R- Rolandia; AP- Alto Parana.



Quadro 6. Valores médios de Aygs, obtidos em ELISA Sandwich utilizando o anticorpo policlonal 1006 (1:1000) para captura do antigeno e o
anticorpo monoclonal 39-07 (1:1000) como anticorpo de deteccéo.

Planta/Localidade mar/03 jul/0o3 nov/03 jan/04 mar/04 jul/o4 set/04 dez/04
Controle negativol 0 0,022 0,048 0,039 0,040 0,039 0,037 0,052
Controle positivo/NE*> 0,536 0,554 0,573 0,549 0,557 0,508 0,559 0,518
1/NE 0 0,039 0,131 0,135 0,134 0,136 0,201 0,441

2/NE 0 0,050 0,113 0,133 0,130 0,137 0,152 0,176

3/NE 0 0,043 0,122 0,130 0,125 0,131 0,140 0,190

4/NE 0 0,040 0,131 0,184 0,138 0,136 0,348 0,376

5/NE 0 0,035 0,153 0,122 0,138 0,145 0,183 0,205
Controle positivo/R® 0,654 0,616 0,578 0,563 0,472 0,595 0,518 0,499
6/R 0 0,047 0,128 0,396 0,317 0,441 0,395 0,398

7/R 0 0,049 0.187 0,199 0,296 0,232 0,241 0,323

8/R 0 0,050 0.152 0,164 0,202 0,205 0,142 0,146

9/R 0 0,030 0.218 0,137 0,158 0,153 0,318 0,298

10/R 0 0,045 0.102 0,128 0,183 0,205 0,133 0,128
Controle positivo/AP* 0,656 0,576 0,497 0,513 0,528 0,500 0,563 0,597
11/AP 0 0,043 0,211 0,131 0,126 0,146 0,136 0,142

12/AP 0 0,046 0,129 0,125 0,142 0,153 0,213 0,219

13/AP 0 0,049 0,126 0,121 0,158 0,128 0,193 0,218

14/AP 0 0,048 0,124 0,122 0,133 0,142 0,165 0,321

15/AP 0 0,055 0,125 0,122 0,136 0,144 0,151 0,315

L. Planta livre de virus; >~ Planta da propriedade de Nova Esperanca; *- Planta da propriedade de Rolandia; *- Planta da propriedade de Alto
Parana.
NE- Nova Esperanca; R- Rolandia; AP- Alto Parana.



Mathews et al. (1997) observaram uma reducdo nos titulos das
avaliagOes de ELISA realizadas no verdo. Os autores consideraram que pode
ocorrer uma supressdo do CTV nesta estacdo do ano e que, deste modo, a
sensibilidade da técnica é reduzida, tornando-se invidvel sua utilizacdo nos meses
de temperatura elevada, uma vez que a baixa concentracdo do virus pode ndo ser
detectada.

Porém, no presente estudo, plantas que apresentaram maior
concentracdo do virus nos meses de temperatura mais elevada também foram
observadas, como, por exemplo, as plantas 8 e 9 com o monoclonal 30g-02, 4 e 7

com o monoclonal 37g-11 e 11 com o monoclonal 39-07.

4.2. A Deteccdo de CTV através de IC-RT-PCR e extracao de acidos

nucléicos totais seguida de RT-PCR

A primeira avaliagdo nas plantas armadilhas do segundo experimento,
realizada antes de serem levadas ao campo, confirmou a sanidade das mesmas
quanto ao CTV, através de IC-RT-PCR. Os resultados obtidos nas coletas de
16/10/2004, 01/11/2004, 07/12/2004 e 10/01/2005, realizadas ap6s 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 em
17/02/2005, foi possivel observar a presenca de um fragmento de
aproximadamente 670 pb, correspondente ao gene da proteina do capsideo do
CTV (SEKYA 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 apos varias repeticdes da técnica (Figura 4). Estes resultados podem néo
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.

Entretanto, nos estudos realizados por Nolasco et al. (1997), a técnica de
IC-RT-PCR permitiu detectar o CTV em todas as amostras positivas com ELISA
e também em 20% das amostras que se mostraram sorologicamente negativas. Os
autores ressaltaram que a sensibilidade da técnica de IC-RT-PCR ¢ superior a da
ELISA.

Novos testes, utilizando a técnica de IC-RT-PCR, foram realizados em
11/01/2006, aproximadamente um ano apds a deteccdo do CTV nos tecidos das
plantas instaladas no pomar do municipio de Rolandia, no norte do Estado. O
fragmento de 670 pb foi, novamente, detectado apenas no bulk destas amostras,
permanecendo ausentes naqueles que representavam as amostras da regido
Noroeste (Figura 5).

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 ap6s 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 apds o
plantio, demonstra que a auséncia do fragmento correspondente a amplificacéo
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.

O tempo necessario para que ocorra a infeccdo sistémica em mudas de
trés variedades de citros, em condi¢cfes de casa de vegetacdo, foi avaliado por
Huang et al. (2004), através das técnicas de ELISA, IC-RT-PCR e extracdo de
acidos nucléicos totais seguida de RT-PCR, semanalmente, durante trés meses
apos a inoculagdo. Os resultados obtidos revelaram que a detecgdo do CTV
ocorreu quatro semanas apos a inoculagédo, pela técnica de extracdo de acidos
nucléicos totais seguida de RT-PCR, cinco semanas ap0s a inoculagdo com IC-
RT-PCR, e apenas seis semanas ap0s a inoculacdo por ELISA, demonstrando a

superioridade da técnica extracdo de &cidos nucléicos totais seguida de RT-PCR
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sobre as demais e da PCR sobre ELISA. O melhor desempenho destas duas
técnicas baseadas em PCR sobre ELISA também foi verificado por Mathews et
al. (1997).

A técnica de extracdo de acidos nucléicos totais seguida de RT-PCR
também foi empregada neste estudo para identificar o tempo minimo de infeccéo
sisttmica pelo CTV nas plantas armadilhas. No entanto, o produto da
amplificacdo da PCR revelou a presenca de um fragmento com peso molecular
inferior a 600 pb em todos os perfis dos bulks das amostras analisadas, sugerindo
néo se tratar do GCP do CTV (Figura 6). Estes resultados ndo eram esperados,
uma vez que os “primers” utilizados sempre se revelaram especificos para a
amplificacdo do GCP do CTV.
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Figura 4. Produtos da PCR obtidos apds
amplificacio do cDNA dos
isolados de CTV da coleta de
17/02/2005 através de IC-RT-
PCR. M: Marcador de DNA de
1Kb; 1:controle positivo; 2:
controle negativo; 3: bulk das
amostras de Nova Esperanca ; 4:
bulk das amostras de Alto
Parana; 5: bulk das amostras de
Rolandia.

Figura 5. Produtos da PCR obtidos apds
amplificacdo do cDNA dos isolados
de CTV da coleta de 11/01/2006
através de IC-RT-PCR. M: Marcador
de DNA de 1Kb; 1:controle positivo;
2: controle negativo; 3: bulk das
amostras de Nova Esperanca ; 4:
bulk das amostras de Alto Parana; 5:
bulk das amostras de Rolandia.
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Figura 6. Produtos da PCR obtidos apds

amplificacdo do cDNA dos isolados
de CTV da coleta de 17/02/2005
através da extragdo de &cidos
nucléicos totais (1:bulk das amostras
de Nova Esperanca; 2: bulk das
amostras de Alto Parang; 3: bulk das
amostras de Roléandia) e 11/01/2006
(4: bulk das amostras de Nova
Esperanca; 5 bulk das amostras de
Alto Parang; 6: bulk das amostras de
Rolandia)
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4.3. Avaliagdo das caneluras

A sintomatologia da tristeza foi avaliada apds dois anos da instalacdo do
experimento através da observacdo 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 com a escala diagramatica de Meissner-Filho et al. (2002), a
intensidade de canelura apresentada por esta planta esta no nivel 4, sugerindo a
infeccdo por haplotipos severos de CTV (Figura 7).

Este resultado esta de acordo com os estudos realizados por Carraro et
al. (2003) e Zanineli-Ré (2004), os quais demonstraram, como ja descrito, que
variantes severos do CTV, causadores do sintoma de canelura, fazem parte dos
complexos virais presentes nos pomares da regido Norte do Estado.

Este resultado vem fortalecer a hipotese de que o monoclonal 39-07 nédo

esta discriminando os isolados severos de CTV nas condigdes paranaenses.

Figura 7. Planta armadilha 9, instalada na propriedade
do municipio de Rolandia no norte do Estado.
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5. CONCLUSOES

As analises dos resultados do diagnéstico do CTV por ELISA, IC-RT-

PCR e sintomatologia indicaram que:

Através da técnica de ELISA, a deteccdo do CTV nas plantas
armadilhas, instaladas em pomares das regides Norte e Noroeste do
Estado, ocorreu entre sete e oito meses apds o plantio;

A presenga do CTV nas plantas armadilhas da regido Norte foi
detectada pela técnica de IC-RT-PCR quatro meses ap0s o plantio;
O CTV néo foi detectado nas plantas da regido Noroeste do Estado
através da técnica de IC-RT-PCR;

Por ELISA, ndo foi possivel observar a discriminacdo de isolados
severos atraves da utilizacdo dos anticorpos monoclonais
especificos para o complexo ‘Capéo Bonito’;

A técnica de IC-RT-PCR foi mais sensivel na determinacdo do
tempo minimo em que a infeccdo sistémica pelo CTV ocorre nas
condic¢Bes naturais de campo, enquanto que a técnica de ELISA,
revelou-se mais eficiente quanto a amplitude e repetibilidade;

A analise da sintomatologia observada nas plantas armadilhas, dois
anos apoés 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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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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