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RESUMO. Treze isolados do Citrus tristeza virus (CTV), obtidos de pomares de laranja
‘Péra’, da regiio Norte do Parand, foram avaliados ¢ comparados a dois isolados severos do
Estado de Sio Paulo, por meio de I-DAS ELISA (Indirect double antibody sandwich
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e de SSCP (Single-strand conformation
polymorphism) do gene da proteina do capsideo do virus. Extratos de plantas de dois
municipios amostrados apresentaram considerdveis valores de absorbincia (A,), com os
anticorpos monoclonais especificos para estirpes severas do virus, ¢ padrdes SSCP do gene
da proteina do capsideo semelhantes aos dos isolados, oriundos do Estado de Sio Paulo,
obtidos de plantas inoculadas com o ‘complexo Capio Bonito’. Os resultados sugerem que
os pomares citricolas da regiio Norte do Parand estejam infectados por variantes severos do
virus.
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ABSTRACT. Evaluation of the Citrus tristeza virus complex occurrence in
Northern Parand State through immunological assay and SSCP. Thirteen Citrus
tristeza virus (CTV) strains from ‘Pera’ citrus orchards, collected in Northern Parand State,
Brazil, were evaluated and compared with two severe CTV strains from Sdo Paulo State
through I-DAS ELISA (Indirect Double Antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) and SSCP (Single-strand Conformation Polymorphism) of virus
capsid gene. In samples collected in two counties, high levels of absorbency (A,y) were
recorded, when monoclonal antibodies specific to CTV severe strains were used. In
addition, SSCP patterns of these samples were identical to patterns recorded for the Capdo
Bonito complex from Sdo Paulo State. These results suggest that citrus orchards of Northern
Parand State are infected with severe CTV strains.
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Introducao

No Brasil, véirios pomares de laranja doce (Citrus
sinensis) cv. ‘Péra’ sobre porta-enxertos suscetiveis ao
CTV foram severamente afetados pela tristeza no
final da década de 1950. O controle foi obtido
satisfatoriamente por meio da mudanca de porta-
enxerto de laranja azeda para o limio cravo
(tolerante ao CTV) e da introdu¢io de material pré-
imunizado (Péra IAC) com um unico isolado fraco
protetivo, o 1743/82, que tem mantido a capacidade
de prote¢io ao longo de 30 anos, nio sé em Sio

Paulo, mas também em outros estados (Costa e
Miiller, 1980).

Recentemente, registros da ocorréncia de plantas,
clones de ‘Péra’ IAC’, severamente atingidas pela
tristeza em pomares, principalmente da regiio
Sudoeste paulista, indicaram a necessidade de
alteragdes do  complexo
protetivo por variantes severas do virus (Miiller et al.,
1999).

Meétodos imunolégicos com a utilizagio de
anticorpos monoclonais associados i técnica de
SSCP (single-strand conformation polymorphism)
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tém proporcionado novas ferramentas na anilise
comparativa de complexos do Citrus tristeza virus em
condi¢des de campo (Corazza-Nunes et al., 2001).

No Parani, face 2 ocorréncia do “cancro citrico” nas
regides Norte, Noroeste ¢ Oeste do Estado, a
citricultura permaneceu interditada por trés décadas,
ficando restrita A regiio do Alto Ribeira (Morimoto,
1990). O  desenvolvimento  de  pesquisas,
principalmente relacionadas ao controle da bactéria
Xanthomonas axonopodis pv citri, agente causal do cancro
citrico, aliado ao apoio governamental, tem
possibilitado a libera¢io e o incremento da citricultura
paranaense, que vem apresentando, desde a década de
80, uma evolugio positiva na drea de plantio de laranja,
além da produgio e da exploragio industrial de suco
concentrado. A implantagio dos primeiros pomares, a
partir de 1988, foi realizada principalmente a partir de
mudas oriundas do Estado de Sio Paulo, muitas delas
produzidas sem um controle fitossanitirio rigido. Até o
momento, estudos minuciosos ¢ acurados com relagio
A tristeza ndo tém sido realizados nos parques citricolas
paranaenses. Frente a essa realidade, este trabalho teve
por objetivo avaliar complexos de CTV de pomares de
laranja ‘Péra’ da regido Norte do Estado do Paranj,
estabelecendo comparagbes com isolados severos de
Sio Paulo por meio de I-DAS ELISA (Indirect double
antibody sandwich Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) e SSCP.

Material e métodos

Isolados de CTV

Os isolados de CTV avaliados neste estudo
foram obtidos de 11 plantas sintomadticas (porte da
copa reduzido) de laranja doce, Citrus sinensis cv.
‘Péra’, pertencentes a propriedades agricolas da
regiio Norte do Estado do Parani. Dois isolados
foram coletados de plantas inoculadas com o
complexo severo ‘Capio Bonito’, pertencentes a um
experimento instalado em casa de vegetagio, no
Centro Apta Citros “Sylvio Moreira” - IAC,
Cordeirdpolis, Estado de Sio Paulo (Tabela 1).

Tabela 1. Locais da coleta das amostras de citros (C. sinensis L.
Osb) para avaliagio, pelo teste ELISA, do Citrus tristeza virus (CTV)

Amostra Local Municipio

1-SP-Rol Sitio Progresso Rolandia - PR
2-SP-Rol Sitio Progresso Rolandia - PR
3-SP-Rol Sitio Progresso Rolandia - PR
4-SP-Rol Sitio Progresso Rolindia - PR
5-SP-Rol Sitio Progresso Rolandia - PR

6-NSA-NAC  Sitio Nossa Sra. Aparecida
7-NSA-NAC  Sitio Nossa Sra. Aparecida
8-NSA-NAC  Sitio Nossa Sra. Aparecida
9-SO-NAC  Sitio Oshima
10-SO-NAC  Sitio Oshima Nova América da Colina- PR
11-SO-NAC  Sitio Oshima Nova América da Colina- PR
12-CB-CCSM  Centro de Citricultura Sylvio Moreira ~ Cordeirgpolis - SP
13-CB-CCSM  Centro de Citricultura Sylvio Moreira ~ Cordeirépolis - SP

Nova América da Colina- PR
Nova América da Colina- PR
Nova América da Colina- PR
Nova América da Colina- PR
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Para a avaliagio soroldgica e para a extragio de
dsRNA (RNA de dupla fita), nervuras de folhas e de
cascas de ramos jovens foram colhidas nos quatro
quadrantes das plantas e reunidas para formar uma
Gnica amostra.

Analise soroldgica

A anilise soroldgica foi realizada por meio de I-
DAS ELISA, segundo a metodologia descrita por
Garnsey ¢ Cambra (1991). Os anticorpos utilizados
foram: o policlonal PCA 1006/Br (dilui¢io: 1:1.000),
produzido em coelho, e os monoclonais (Mabs)
30G02, 37G11, 39-08 e IC-04-08 (dilui¢io 1:1.000),
produzidos a partir de proteinas recombinantes do
capsideo de haplotipos severos brasileiros de ‘Capio
Bonito’ (Stach-Machado et al., 1998). Os ensaios
foram conduzidos testando diferentes tempos de
leitura da absorbincia a 405nm, empregando os
Mabs 30G02, 37G11, 39-08 e IC-04-08 na
sensibilizagio das placas, e o policlonal como
segundo anticorpo, como proposto por Nikolaeva et
al. (1997, 1998).

Todos os ensaios foram realizados com trés
repetigdes, utilizando as proteinas CB-22 ¢ CB-104
(proteinas do capsideo de haplotipos do complexo
‘Capio Bonito’) como controle positivo e extratos de
plantas sadias como controle negativo. Foram
consideradas positivas as amostras com OD,
superior a trés vezes o valor do controle negativo.

Extracio e purificacao de dsRNA

A extracio de dsRNA, a partir de tecidos
liofilizados infectados por CTV, foi efetuada
utilizando fenol, cloroférmio, SDS (Sodium Dodecy
1 Sulphaate) e tampao de extra¢io 2 x STE (100 mM
Tris-HCI, 2mM NaCl, 2mM EDTA pH 6.8),
seguida pela purificagio por meio de dois ciclos de
cromatografia em colunas de celulose (Whatman
CF11), de acordo com o procedimento descrito por
Valverde et al. (1990).

RT-PCR do gene

Para a sintese da primeira fita de cDNA o
dsRNA do CTV, purificado e desnaturado a 75°C
por 8min, foi usado como molde em uma reagio de
20pl contendo: 75mM KCI, 50mM Tris, pH 8.3,
3mM MgCI2, 0.5mM de cada dNTP, 2mM de
DTT (dithiothreitol), 0.5 unidade.pul” de inibidor da
Rnase (Invitrogen), 1ul (lpg.ul') de “random
primers” (Invitrogen) e 100 unidades de MMLV-RT
(Invitrogen). O gene da proteina do capsideo foi
amplificado por PCR, utilizando os primers CN-
119 (5’AGATCTACCATGGACGACGAAACAAA
G 3’) e CN-120 (GAATTCGCGGCCGCTCAA
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CGTGTGTTAAATTTCC 3°), derivados do isolado
T-36, da Flérida, USA. As amplificagdes foram
efetuadas em termociclador MJ Resarch programado
para 35 ciclos de: 1min a 94°C, 1min a 55°C e 2min
a 72°C, seguidos de uma extensio final a 72°C por
5min. Os produtos das reagdes de amplificacoes
foram purificados em gel de agarose 0.8%, de baixo
ponto de fusio, de acordo com o procedimento
descrito por Sambrook et al. (1989).

Anilise SSCP

As anilises SSCP foram realizadas de acordo
com a metodologia usada por Souza et al.
(2000a). Aliquotas de 1 a 10ul do produto de
amplificagio foram misturadas com igual volume
de solugio desnaturante (95% formamida, 2mM
EDTA e 0.005% azul de bromofenol). As
amostras foram desnaturadas a 95°C, durante
10min, em gelo e submetidas 2
eletroforese  em gel nio-desnaturante de
poliacrilamida 8%, em tampio TBE (Tris-borato
45mM, EDTA 1mM, pH 8.5). A eletroforese foi
conduzida em uma voltagem constante de 200
volts, por 15 horas, a 25°C. O gel foi corado com
nitrato de prata, de acordo com o procedimento
descrito por Beidler et al. (1982).

colocadas

Resultados e discussao

As avalia¢oes imunoldgicas, utilizando anticorpos
monoclonais na cobertura das placas e policlonal
como segundo anticorpo (Nikolaeva et al., 1997),
revelaram-se eficazes na captura e na caracterizagio
dos complexos de CTV dos pomares de laranja
‘Péra’ da regiio Norte do Parand. Todas as plantas
avaliadas apresentaram reacoes positivas ao CTV,
com todos os Mabs, com excec¢io da planta 1 do
municipio de Rolindia, com o monoclonal 37G11
(Tabela 2).

Considerando os altos titulos obtidos com o
monoclonal 30G02 na maioria das amostras, a
relacio de absorbincia (R,ys) foi calculada entre esse
anticorpo e os monoclonais 37G11, 39-08 e IC-04-
08. A relacgio de absorbincia entre monoclonais
universais e especificos (Ryume)s sugerida por
Machado et al. (1997), foi utilizada como uma
medida indireta de determina¢io de complexos
virais. Baixos valores de R s, como resultado de
altos valores de Ayps mau» indicariam que o
complexo tem uma fragio significativa de epitopos
reconhecidos pelos monoclonais especificos e vice-
versa.

Valores positivos de Ry, foram obtidos entre o
anticorpo 30G02 ¢ os demais monoclonais
utilizados, indicando que, como os Mabs 3DF1 ¢
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3CA5 (Vela et al., 1988), esse monoclonal estd
reconhecendo um determinante sorolégico comum
a uma ampla gama de isolados, fortes e fracos, como
sugerido por Corazza-Nunes et al. (2001).

Tabela 2. Valores médios das D.O. 405nm obtidas em ELISA
Sandwich, utilizando os anticorpos monoclonais 30 G 02, 37 G
11, 39 08 ¢ IC 04-08 (1:1000) como anticorpos de captura, e o
antissoro policlonal 1006 anti-CTV (1:1000) como anticorpo de
detecgio. 2* leitura - 2 horas depois do substrato

Antigenos 30602 37G11 Rwew 3908 Ry IC-04-08 Rigcmmonsy
37G11)

*CB-22 2250 1733 1933 1471

*CB-104 2085 1640 1.909 1220

**Pl. sadia 0007 0038 0.021 0.019

1-SP-Rol 1500 0037 405 0302 49 0477 31
2-SP-Rol 1213 01499 81 0313 38 0507 23
3-SP-Rol 1677 0306 54 018 88 0.642 26
4-SP-Rol 1776 0377 47 0303 58 0.626 28
5-SP-Rol 1263 0281 44 020 57 0492 25

6-NSA-NAC ~ 1.854 0145 127 0.155 119 0.615 30
7-NSA-NAC 0965  0.153 63 0.137 7.0 0413 23
8-NSA-NAC 0624  0.145 43 0.235 26 0209 29
9-SO-NAC 0391 0279 14 0.152 25 0.285 13

10-SO-NAC 0237 0161 14 0.115 20 0.191 12
11-SO-NAC ~ 0.698  0.161 43 0239 29 0.264 2.6
12-CB-CCSM 1.038  0.123 84 0.263 39 0.708 14
13-CB-CCSM  1.071 0254 42 0.163 65 0.469 22

* = controle positivo; ** = controle negativo

Os valores de Raocoanrcin € Raocoase-os) foram
superiores a quatro, na maioria das amostras,
indicando que o complexo apresenta uma pequena
fragio de epitopos reconhecidos por esses
monoclonais (Tabela 2). Por outro lado, os valores
de Rpgoonc.o4.0s) variaram de 1.2 a 3.1, sugerindo que
uma parcela significativa do complexo viral dessas
plantas era constituida por variantes
semelhantes ao haplotipo CB-22.

Os titulos mais baixos com o Mab 30G02
(universal) foram observados nas amostras 9 e 10 do
municipio de Nova América da Colina, que,
conseqiientemente, apresentaram  também  0s
menores valores de Rogo37611), de Rpogoaseosy € de
R s0001c.04.08- Segundo a literatura, nas plantas pré-
imunizadas, as estirpes fracas do complexo protetivo
se multiplicam mais intensamente do que as fortes,
resultando em altos titulos com monoclonais
universais (Lee et al., 1987; Miiller et al., 1999). Os
resultados obtidos em I-DAS-ELISA indicam,
portanto, alteragio do complexo protetivo nessas
plantas.

A complexidade dos perfis eletroforéticos SSCP
demonstrou que, em condigdes de campo, as plantas
sio  geralmente infectadas por  complexos
constituidos por mais de uma estirpe de CTV

(Figura 1).
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Figura 1. Padroes SSCP de isolados do Citrus tristeza virus nas
amostras 1, 2, 3, 4 e 5, coletadas no sitio Progresso, Rolindia;
amostras 6, 7 e 8, coletadas no sitio Nossa Senhora Aparecida,
Nova América da Colina; amostras 9, 10 e 11, coletadas no sitio
Oshima, Nova América da Colina; amostras 12 e 13, variante
“Capio Bonito”

Baixa diversidade genética entre os isolados de
CTV coletados na regiio Norte do Parani foi
revelada por SSCP. Padrdes de bandas semelhantes
foram observados entre os perfis 1 e 2, que
correspondem 3s amostras coletadas no municipio
de Rolandia (Figura 1). J4 os padroes de bandas das
amostras 3 e 4 mostraram-se distintos dos demais.
Por outro lado os perfis eletroforéticos das amostras
5,6,7, 8,9, 10 ¢ 11, que representam plantas de
propriedades citricolas dos municipios de Rolandia e
de Nova América da Colina, apresentaram padroes
bastante similares, contendo algumas bandas
distintas entre eles, ao das amostras 12 e 13,
correspondentes aos isolados oriundos do Estado de
Sio Paulo, obtidos de plantas inoculadas com o
complexo ‘Capio Bonito’. Esses resultados, somados
aqueles obtidos em I-DAS-ELISA, em que valores
significativos de Ay, € de Rypumae foram
observados em muitas dessas amostras com o0s
monoclonais especificos, principalmente com o IC-
04-08, sugerem que alteracoes do complexo
protetivo (isolado ‘Péra IAC’) por haplotipos severos
ocorreram em muitas plantas dos pomares da regiio
Norte do Estado do Parani. Esses isolados severos
nio necessariamente sio do complexo Capio
Bonito, pois as plantas afetadas por eles apresentam
sintomatologia caracteristica, tais como caneluras no
porta-enxerto limao-cravo, caracteristica esta nio
observada nas plantas utilizadas neste estudo.

Investigagbes recentes, realizadas em pomares do
Estado de Sio Paulo, mostraram que muitas plantas,
formadas a partir de borbulhas de ‘Péra IAC’,
apresentaram sintomas severos de CTV (Miiller et
al., 1999). Alteracoes dos complexos protetivos tém
sido detectadas em algumas dessas plantas por meio
de  RFLP  (restriction  fragment  length
polymorphism) e de SSCP (Souza et al., 2000b).
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A exaustio do isolado protetivo, devido a
alterages das propriedades fisioldgicas das plantas
ou das condi¢des ambientais, permitindo a infecgio
por novos isolados severos, é uma das causas
apontadas para explicar a quebra da prote¢io (Van
Vuuren, 1995; Nickel et al.,, 1996; Miiller et al.,
1999). Outra hipétese é a de que o isolado protetivo
nio tenha sido efetivamente instalado no ato da pré-
imunizagio, fazendo subisolados com menos
habilidade protetiva e invasiva serem introduzidos na
planta (Nickel et al., 1996; Miiller ¢ Costa, 1991).

Os pomares citricos das regides Norte, Noroeste
e Oeste do Estado do Parand sio bastante recentes e
constituidos, até 1991, apenas por mudas pré-
imunizadas oriundas do Estado de Sio Paulo,
introduzidas sem um controle fitossanitirio rigido,
principalmente com relagio 2 tristeza. A partir de
1992, iniciou-se a produgio de mudas em viveiros
instalados no Estado do Paran4, utilizando borbulhas
de material pré-imunizado, propagado no Instituto
Agrondémico do Parani (Iapar). Os pomares dos
municipios de Rolindia e¢ de Nova América da
Colina, amostrados neste estudo, sio constituidos
por mudas produzidas em viveiros paranaenses.

Estudos minuciosos ¢ acurados sio necessirios
para uma melhor caracterizagio da tristeza no
Parand, para verificar as alteragdes dos complexos
virais no campo e também para a certificagio de
mudas em vivieros. Para tais estudos, as técnicas
moleculares e imunoldgicas, associadas 2 avaliacio da
sintomatologia, representam ferramentas valiosas.
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