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RESUMO

O Citrus tristeza virus (CTV) é um dos mais importantes
virus que atacam a cultura dos citros, ocorrendo nas plantas como
um complexo de haplodtipos geneticamente relacionados, podendo
ou ndo desenvolver sintomas de tristeza dos citros, em fungao da
suscetibilidade da variedade ou cultivar e condigdes ambientais.
Avaliou-se, neste trabalho, a estabilidade do complexo fraco e
protetivo do CTV presente na laranja Péra IAC (PIAC) em fung¢ao
da cultivar, do ambiente e da época do ano, utilizando-se a técnica
de SSCP (polimorfismo da conformagdo de fita simples do DNA)
do gene da capa protéica do virus. Plantas de quatro cultivares de
laranjas doces [Citrus sinensis (L.) Osb.] Péra IAC, Péra IAC 2000,
Péra Olimpia ¢ Hamlin, infectadas com o complexo PIAC, foram
mantidas em condi¢des de campo e de telado sob protegdo de afideos.
A estabilidade do complexo foi avaliada na primavera, no verao, no
outono e no inverno, utilizando-se como controle o padrdo SSCP
original do PIAC. Mesmo sob diferentes condigdes climaticas e
exposi¢do as inoculagdes de novos variantes por afideos vetores nas
diferentes €pocas do ano, nao houve alteragao no padrao SSCP do
complexo PIAC na laranja Péra IAC, comprovando a estabilidade do
isolado e sua aplicabilidade em programas de pré-imunizagdo para
essa cultivar. Nas demais, ocorreram variagdes em relagio ao padrao
original, confirmando a capacidade de alteragdo de composigdo do
complexo CTV em algumas variedades ou mesmo clones.

Termos de indexacao: Citros, CTV, prote¢ao cruzada, haplotipos,
RT-PCR, SSCP.
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SUMMARY

STABILITY OF THE PERA IAC CITRUS TRISTEZA VIRUS
COMPLEX IN FOUR SWEET ORANGE CULTIVARS

Citrus tristeza virus (CTV) is a major citrus pathogen
occurring as a population of genetically related variants in the
plant, showing or not symptoms of tristeza disease, according to
the varieties or cultivars as well as the environmental conditions.
The objective of this investigation was to evaluate the stability of
the PIAC (Pera IAC) CTV isolate, through SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) of CTV coat protein gene, during the
four seasons throughout the year, in plants maintained in field and
under screen conditions. Plants of Pera IAC, Pera GS 2000, Pera
Olimpia and Hamlin, sweet oranges [Citrus sinensis (L.) Osb.],
infected with the protective PIAC isolate and kept under screen
and field conditions, were sampled during each season and used
in SSCP of CTV coat protein gene. Plants of Pera IAC with the
original protective isolate maintained in greenhouse were used as
control. Regardless of the climatic conditions and constant expo-
sition to inoculations of new variants by aphid vectors throughout
the year, only a few variations were observed in the SSCP profile
of the protective PIAC isolate for Pera IAC, demonstrating its sta-
bility and applicability for the cross protection of this cultivar. On
another hand, for the remaining varieties, alterations were found in
the SSCP profile of the original CTV protective isolate, suggesting
the specificity of some variants for these hosts.

Index terms: CTV, Cross protection, haplotypes, RT-PCR,
SSCP.

1.INTRODUCAO

Citrus tristeza virus (CTV) infecta, praticamente, todas as espécies
e hibridos de citros com géneros afins (MULLER & COSTA, 1993). O vi-
rus normalmente ocorre na planta como uma populacdo de variantes rela-
cionados geneticamente ou haplotipos (AYLLON et al., 1999), podendo ou
ndo desenvolver sintomas de tristeza em fun¢do da combinagdo copa/porta-
enxerto ¢ da severidade do complexo viral. Aparentemente, também existe
um forte componente ambiental, particularmente da temperatura, afetando a
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composi¢ao do complexo (DODS et al.,1987; BAR-JOSEPH et al., 1989).
A interacdo entre estss fatores pode resultar nas diferentes formas de ex-
pressdo da tristeza dos citros, como o declinio rdpido de plantas enxertadas
sobre laranja Azeda (Citrus aurantium L.), o amarelecimento de plantulas
dessa laranja (“seedling yellows”), caneluras (“stem pitting”) em algumas
variedades copa e em porta-enxertos tolerantes a tristeza comum, como o
limao Cravo (C. limonia Osb.) quando infectado com o complexo severo de
tristeza “Capao Bonito” (MULLER et al., 2005).

Assim como para outras viroses vegetais (GARCIA-ARENAL et al.,
2001), estudos tém mostrado que tanto o hospedeiro quanto algumas condi-
¢Oes ambientes podem influenciar a composicado da populacdo do comple-
xo CTV dentro da planta (SOUZA et al., 2000). De acordo com AYLLON
et al. (1999), a selecdo afeta a distribui¢do de haplotipos, de modo que a
adaptagdo a um novo hospedeiro pode ser tdo ou mais importante do que a
origem geografica do complexo. Desse modo, a variacdo na composicao da
populagdo de CTV, apos mudanga de hospedeiro ou transmissao por afideos,
pode explicar, em parte, a ampla variabilidade bioldgica observada entre os
complexos do virus.

Por ser o CTV transmitido de modo semipersistente por diferentes
espécies de afideos [Toxoptera citricidus Kirk, Aphis gossypii Glov. e A.
spiraecola Patch], espera-se que, em condigdes de campo, ocorra grande va-
riabilidade nas populacdes desse virus nas plantas. No Brasil, o vetor mais
eficiente é o T. citricidus Kirk (MULLER et al., 2005), embora as trés espé-
cies possam ser encontradas naturalmente nos pomares ao longo do ano.

O controle da tristeza no Brasil foi inicialmente obtido mediante o uso
de porta-enxertos tolerantes, como o limao Cravo, o que permitiu a retomada
da citricultura paulista. Entretanto, para variedades copa muito sensiveis, so-
mente o uso de porta-enxertos tolerantes ndo possibilita um controle eficien-
te. Esse ¢ caso dos pomelos (Citrus paradisi Mact.), lima acida Galego (C.
latifolia Tanaka) e algumas variedades de laranja doce que, mesmo enxer-
tados sobre porta-enxertos tolerantes, nao apresentam desenvolvimento sa-
tisfatorio. Para algumas variedades dessas espécies, a estratégia de controle
¢ a protegdo cruzada ou pré-imunizagdo com complexos fracos e protetivos.
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De particular destaque foi a recuperagdo da laranja Péra para o Programa de
Matrizes no Estado de Sdo Paulo, utilizando-se, para tanto, o isolado 1743,
denominado Péra IAC ou PIAC (MULLER et al., 1999). Esse complexo de
CTV tem sido empregado como rotina para pré-imunizagdo de plantas ma-
trizes de laranjeiras, tangerineiras e hibridos no programa atualmente desen-
volvido no Centro APTA Citros 'Sylvio Moreira' (CARVALHO et al., 2001).
Trabalhos de caracterizacdo e selecdo de outros complexos continuam sen-
do realizados para dar continuidade ao programa de pré-imunizagao contra
novos variantes severos do virus (ZANETTI et al., 2002; MULLER et al.,
2005; CORAZZA NUNES et al., 20006).

Estudos da estabilidade de isolados do CTV em plantas matrizes, em
diferentes condi¢cdes ambientais, tornam-se relevantes para monitoramen-
to da estabilidade da protecdo cruzada e, potencialmente, para a selecio de
complexos mais estaveis que oferecam melhor prote¢do contra complexos
severos do CTV.

O procedimento mais comum para a caracterizacdo de complexos ou
isolados do CTV ¢ a indexacdo bioldgica, utilizando-se plantas indicado-
ras. No entanto, esse processo, além de caro e demorado, nem sempre per-
mite uma identificagdo correta do complexo (BALLESTER-OLMOS et al.,
1993). O emprego de varias técnicas moleculares tem contribuido muito para
a caracterizagdo de componentes do complexo CTV (SOUZA et al., 2001),
sendo SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) uma das mais uti-
lizadas (KOENIG et al., 1995; SHI et al., 1996; PALACIO & DURAN-VI-
LA, 1999). Estudos realizados por SAMBADE et al. (2002), com isolados de
diferentes regides e severidade, sugerem que a avaliagdo por SSCP pode ser
usada para monitorar a estabilidade da protecdo cruzada. A técnica baseia-se
na comparacdo da estrutura secundaria do DNA fita simples, em fun¢do de
sua seqiiéncia primaria de nucleotideos, apds desnaturagdo do DNA dupla
fita. Variagdo de apenas um nucleotideo em qualquer parte da seqiiéncia de
DNA pode ser suficiente para mudar a conformacao da fita simples e, conse-
qlientemente, sua migracao durante a eletroforese (SOUZA et al., 2001).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a composicao ¢ a estabilidade
do complexo protetor PIAC em plantas de quatro cultivares de laranja doce
mantidas em condi¢gdes de campo e sob telado e em diferentes épocas do ano.
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2. MATERIAL E METODOS

Avaliaram-se plantas de variedades de laranja doce [Citrus sinensis
(L.) Osb.] cultivares Péra IAC, Péra IAC 2000, Péra Olimpia ¢ Hamlin, man-
tidas em condi¢des de campo e sob telado anti-afideos, por 10 ¢ 8 anos,
respectivamente, no Centro APTA Citros Sylvio Moreira - IAC, em Cordei-
ropolis (SP). Esse material foi oriundo de plantas livres de CTV por micro-
enxertia e pré-imunizadas com o complexo protetor PIAC mediante enxer-
tia. A confirmagao da infecgdo foi feita por DAS-ELISA (CAMBRA et al.,
1990) com anticorpos poli ¢ monoclonais universais 3DF1 ¢ 3CAS5 (VELA
et al.,1986). Utilizando-se quatro repeticdes com parcela composta de uma
planta, coletaram-se folhas e brotagdes jovens, na primavera, no verao, no
outono e no inverno, nos diferentes quadrantes da planta e compostas como
uma Unica amostra, da qual se utilizaram 100 mg para extracdo dos acidos
nucléicos totais, segundo MANJUNATH et al. (1993).

Empregaram-se como controle plantas contendo o isolado original
PIAC, mantidas em vaso sob condi¢des de casa de vegetacdo, foram utiliza-
das como controle.

O 4cido nucléico total foi utilizado como molde para a sintese da
1* fita de cDNA (DNA complementar) com “random primers” ¢ M-MLV
“Reverse Trancritase”, de acordo com as instrugdes da Invitrogen (Www.
invitrogen.com.br).

Usou-se uma aliquota do ¢cDNA para amplificagdo do gene da capa
protéica (GCP) com “primers” especificos: CN 119 (5'-AGATCTACCA-
TGGACGACGAAACAAAG- 3°) e CN 120 (5’-GAATTCGCGGCCGCT-
CAACGTGTGTTAAATTTCC-3’), em termociclador programado para 35
ciclos de 1 min a 94°C; 30 seg a 50°C e 1 min a 72°C. O produto da PCR
foi observado sob luz ultra-violeta apos eletroforese em gel de agarose 1%
contendo brometo de etideo.

O produto das reagdes de amplifica¢ao foi purificado com o Kit GFX
(Amersham) e utilizado em SSCP. Uma aliquota de 1 a 5 pl da solugao do
fragmento purificado foi misturada com igual volume de solug@o desnaturante
(95% de formamida, 2mM de EDTA e azul de bromofenol), incubada a 95°C
por 10 min e imediatamente colocada no gelo. A separagdo dos fragmentos foi
feita por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, a 200 volts, por 8
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horas a 25°C (SOUZA et al., 2002 a, b). O gel foi corado com prata conforme
descrito por BEIDLER et al. (1982). O poliformismo de fita simples foi avalia-
do em fungao do numero e da posi¢ao dos fragmentos dissociados do GCP.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O padriao de SSCP do GCP do complexo protetivo PIAC das diferen-
tes repeticdes das quatro cultivares de laranjas mantidas em campo ¢ sob
telado, em diferentes épocas do ano, esta representado nas Figuras 1, 2,3 e
4. Observaram-se varias bandas em uma mesma amostra, o que indica que
cada isolado ¢é constituido por uma mistura de haplotipos do CTV. CORA-
77A NUNES et al. (2006), utilizando a técnica de SSCP, também verifica-
ram a ocorréncia de misturas de haplotipos do CTV em germoplasma de
pomelo (C. paradisi Macf.).

No presente estudo, nas plantas da cultivar Péra IAC, o padrao de
SSCP foi similar ao do isolado original PIAC (controle) (Figural). Observa-
ram-se algumas varia¢des quanto a concentracdo de um ou outro componen-
te do complexo na planta sem, entretanto, afetarem significativamente o pa-
drdo do isolado original, mantendo a maioria dos haplotipos predominantes
(indicado por seta, Figura 1). Esses resultados demonstram que, mesmo apos
longo periodo de manutengdo das plantas em campo, o complexo protetor
PIAC manteve-se estavel.

Ie 1t 2¢ 2t 3¢ 3t 4 4 5 6 7 8

"y

Figura 1. Padrao de SSCP do gene da capa protéica do isolado protetivo de CTV em
variedade ‘Péra IAC’, avaliados no outono (1), inverno (2), primavera (3) e verao
(4) sob condicdes de telado (t) e campo (c). Canaletas de 5 a 8 correspondem
ao padrao de SSCP do isolado protetivo original em condi¢des de telado, nas
mesmas épocas do ano.

LARANJA, Cordeirépolis, v.28, n.1-2, p.17-28, 2007



ESTABILIDADE DO COMPLEXO PERA IAC DO CITRUS TRISTEZA VIRUS... 23
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Figura 2. Padrdo de SSCP do gene da capa proteica do complexo protetivo do CTV
em laranja ‘Péra IAC 2000°, avaliados no outono (1), inverno (2), primavera (3) e
verdo (4) sob condigdes de telado (t) e campo (¢). Caneluras 5 a 8 correspondem
ao padrdo de SSCP do complexo projetivo original em condi¢des de telado, nas
mesmas estagdes do ano.
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Flgura 3. Padrao de SSCP do gene da capa protéica do complexo protetivo do CTV
em ‘Péra Olimpia’, avaliados no outono (1), inverno (2), primavera (3) e verdo
(4) sob condicdes de telado (t) e campo (c). Caneluras 5 a 8 correspondem ao
padrao de SSCP do isolado protetivo original em condi¢des de telado, nas mesmas
estagdes do ano.

Para o complexo do CTV presente em laranja Péra IAC 2000 observa-
se uniformidade nos padroes de SSCP do GCP, tanto na planta mantida em
telado (Figura 2: 1t, 2t, 3t e 4t) quanto no campo (Figura 2: lc, 2c, 3c e 4c¢),
em todas as épocas do ano avaliadas. Para essa cultivar, os padroes foram
similares nos dois ambientes, mantendo, aparentemente, 0 mesmo nimero
de haplétipos, apesar de existir variagdo na concentragdo e/ ou distribuigao
de bandas (Figura 2, indicados por seta). Os padroes de SSCP para o GCP
nessas plantas apresentaram-se distintos do isolado protetivo PIAC (controle)
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Figura 4. Padrdo de SSCP do gene da capa proteica do complexo protetivo de CTV
em laranja ‘Hamlin’ avaliados no outono (1), inverno (2), primavera (3) e verdo
(4) sob condicdes de telado (t) e campo (c). Canaletas 5 a 8 correspondem ao
padrao de SSCP do isolado protetivo original nas em condi¢des de telado nas
mesmas estagoes do ano.

originalmente inoculado (Figura 2: 5, 6, 7 e 8), indicando que, durante a
transmissdo, possa ter ocorrido, provavelmente, uma sele¢do e posterior es-
tabilizacdo de determinados haplotipos do CTV na cultivar Péra IAC 2000.
Esses resultados confirmam a hipotese de especificidade entre variantes no
complexo CTV e a variedade/espécie hospedeira (SOUZA et al., 2001). No
presente estudo, mesmo com a alteragdo do padrao SSCP em relacao ao ori-
ginalmente inoculado, ndo se observaram sintomas de tristeza em plantas de
laranja Péra IAC 2000, considerado um clone tolerante ao virus (TEOFILO
SOBRINHO et al., 2001).

Em todas as épocas avaliadas, o complexo CTV presente nas plantas
da cultivar Péra Olimpia apresentou padrao de SSCP diferente do comple-
X0 protetor original, tanto nas plantas provenientes de telado quanto nas de
campo (Figura 3). Nas quatro estagdes do ano, apesar de similar entre plantas
do mesmo ambiente, o padrdo nas plantas mantidas em telado foi distin-
to do obtido nas avalia¢des das plantas em campo (Figura 3, indicado por
seta). Assim como se observou no complexo presente na Péra IAC 2000, as
variagdes no complexo PIAC originalmente inoculados em Péra Olimpia,
e sua estabilidade em laranja Péra IAC, sugerem que, para programas de
pré-imunizacdo, a selecdo de complexos seja direcionada para hospedeiro
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especifico, devendo-se, portanto, considerar a variedade ou mesmo o clo-
ne ou cultivar. Assim como se observou em Péra IAC 2000, a alteracdo no
padrdo SSCP, aparentemente nao alterou a patogenicidade do virus na Péra
Olimpia, cujo clone microenxertado pré-imunizado apresentou crescimento,
caneluras e tamanho de frutos semelhantes ao clone original do BAG Citros
- IAC Péra Olimpia 1515, relatado por FIGUEIREDO et al. (1993) como de
reagdo moderada ao CTV.

Na cultivar Hamlin, o complexo CTV avaliado nas plantas de telado e
de campo, nas diferentes estacdes do ano, apresentou padrao de SSCP mais
préximo ao do protetor original PIAC (Figura 4). Pequenas variagdes em re-
lagdo ao isolado original sdo devidas, possivelmente, a prevaléncia de um ou
de outro componente do complexo do CTV nas plantas de Hamlin (Figura 4),
sem provocar também sintomas de tristeza, doenca para a qual ndo ha relatos
de problemas com a cultivar.

Os dados obtidos no presente estudo indicam que o complexo prote-
tor PIAC foi estavel nas diferentes estacdes do ano, tanto nas condic¢des de
campo quanto nas de telado para a laranja Péra IAC, variedade na qual foi
selecionado e cuja combinagao apresentou sucesso em exploragdo comercial
por mais de trés décadas (MULLER et al., 1988). Detectaram-se pequenas
alteragdes, porém a maioria dos haplotipos presentes nesse isolado nao foi
alterada, correlacionando com os resultados observados para a planta, como
crescimento normal e auséncia de caneluras fortes, indicando a manutencao
de sua capacidade protetiva.

Observaram-se mudangas do padrao SSCP do gene da capa protéica
do complexo protetivo original do CTV nas variedades Péra IAC 2000, Péra
Olimpia e Hamlin, sugerindo haver especificidade de alguns variantes do
virus para tais hospedeiros. Entretanto, ao contrario do trabalho de SAMBA-
DE et al. (2002), no qual a viruléncia do complexo coincidiu com as dife-
rengas nos padroes de SSCP, nas condigdes do presente estudo as alteragdes
no complexo originalmente inoculado nao foram correlacionadas com ocor-
réncias de sintomas nas plantas de Péra Olimpia, clone considerado também
sensivel ao CTV (FIGUEIREDO et al., 1993). Padrdes SSCP semelhantes
entre plantas com caneluras fortes e entre plantas com sintomas fracos ou
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moderados de caneluras foram observados em pomelo por CORAZZA NU-
NES et al. (2006), ressaltando a necessidade de maiores estudos nas avalia-
¢oes da correlagdo de padroes moleculares com sintomas.

Apesar das variagdes nos padroes SSCP, considerando que sintomas
de caneluras em ramos podem ser observados apenas em alguns clones do
grupo das Péra (MULLER et al., 2005), o complexo PIAC continua sendo
o mais indicado em programas de pré-imunizagdo de variedades de laranjas
doces. Apesar de ndo haver ganhos diretos com seu emprego em varieda-
des tolerantes ao virus, essa estratégia, conforme os objetivos do programa
desenvolvido no Centro APTA Citros 'Sylvio Moreira' (CARVALHO et al.,
2001), garante a difusdo e eventual dispersdo por afideos nos futuros poma-
res de complexos ou variantes mais estaveis € com pouco desenvolvimento
de sintomas de tristeza, contribuindo, assim, para a redug@o da pressdo por
complexos severos de CTV.
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