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RESUMO

TEMPORAL, Walter Magri, M. Sc., Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de
2009. ANALISE DE SSCP DE ISOLADOS DO CITRUS TRISTEZA VIRUS E SUA
SINTOMATOLOGIA EM CLONES DE LARANJA PERA EM TRES REGIOES DO
ESTADO DE SAO PAULO. Professor Orientador Dr. William Mario de Carvalho
Nunes. Professores Conselheiros: Dra. Maria Julia Corazza e Dr. Sérgio Alves de
Carvalho.

O Citrus tristeza virus (CTV), apresenta uma grande diversidade bioldgica,
podendo induzir os mais variados sintomas, dependendo da sua interagcdo com a
planta hospedeira e condigbes ambientais, destacando-se a temperatura. O
presente estudo teve o0 objetivo de avaliar o desempenho de diferentes
combinacdes de cultivares de laranja Péra e isolados de CTV, em pomares
experimentais das regides norte, central e sul do Estado de S&o Paulo. As
combina¢cdes foram avaliadas por meio da analise da sintomatologia, producéo,
indexacdo biologica e analise de SSCP do gene da proteina do capsideo do virus.
Os tratamentos consistiram de clones de quatro cultivares, Péra IAC, Péra IAC
2000, Péra Olimpia e Ipigua, originais e microenxertados pré-imunizados com o
complexo PIAC. Os dados referentes a sintomatologia, producéo e teste bioldgico
revelaram que as plantas instaladas nos pomares das regifes noroeste e central
do Estado, com médias mais altas de temperatura, apresentaram melhor
desempenho em relacdo a tristeza do que as plantas instaladas em pomares da
regido Sul, sugerindo uma correlacdo entre sintomas severos de tristeza e
decréscimo de temperatura. A analise de SSCP revelou que, apesar da mudanca
do perfil original, a capacidade protetiva do virus fraco utilizado na pré-imunizacao
foi mantida nos pomares dos municipios de Cajobi e Cordeiropolis, regides
noroeste e central do estado, com a maioria das plantas apresentando um perfil

semelhante ao PIAC.

Palavras-chave: Citros, CTV, protecao cruzada, haplétipos, RT-PCR
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ABSTRACT

TEMPORAL, Walter Magri, M. Sc., Universidade Estadual de Maringa, february,
2009. SSCP ANALYSIS OF STRAINS OF CITRUS TRISTEZA VIRUS AND ITS
SYMPTOMATOLOGY IN CLONES OF SWEET ORANGES IN THREE REGIONS
OF SAO PAULO STATE.

The Citrus tristeza virus (CTV) presents a vast biological diversity and it may cause
different symptoms according to its interaction with the host plant and due to
environmental conditions, especially temperature. The present study aims to
evaluate the performance of different combinations of sweet orange cultivars and
strains of CTV in experimental fields located in the northern, central and southern
regions of S&o Paulo state. The combinations were evaluated through the analysis
of symptomatology, crops, biological indexing and the SSCP analysis of the virus
capsid protein gene. The treatments consisted of clones of four cultivars, Péra IAC,
Péra IAC 2000, Péra Olimpia and Ipigua, original ones and shoot tip grafteds that
were pre-immunized with the PIAC complex. The data referring to
symptomatology, crops and biological testing revealed that the plants belonging to
fields located both in the northwestern and central regions of the state, where
averages of temperature were higher, seemed to be more resistant to the tristeza
than the plants located in the southern fields, what suggests a correlation between
severe symptoms of tristeza and lower temperatures. The SSCP analysis revealed
that, in spite of the change in the original profile, the protective capacity of the
weak virus used in the pre-immunization was maintained in the fields from the
cities of Cajobi and Cordeirépolis, located in the northwestern and central regions
of the state. In addition to that, the majority of the plants presented a profile that

was similar to the PIAC.

Key-words: Citrus, CTV, cross protection, haplotypes, RT-PCR



1. INTRODUCAO

Em decorréncia da epidemia causada pela tristeza dos citros, registrada
no Brasil nas décadas de 1930 e 1940, da eficiéncia do afideo vetor Toxoptera
citricida Kirk e da distribuicdo de material infectado, o Citrus tristeza virus (CTV)
tornou-se endémico em todas as regides citricolas do pais (MULLER e COSTA,
1991).

A producao de laranja doce (Citrus sinensis Osbeck), principalmente da
variedade Péra, um dos materiais de citros mais sensiveis ao CTV, tornou-se
possivel pelo controle da doenca por meio da substituicio de porta-enxertos,
selecdo de copas promissoras e distribuicAdo de material nucelar ou
microenxertado pré-imunizados (GREVE et al., 1991; CARVALHO et al., 2001).

Dentre os materiais de ‘Péra’, utilizados para a implantacéo e restauragcéao
de pomares comerciais brasileiros, os clones das cultivares Ipigua e Olimpia,
selecionadas naturalmente em pomares da regido de Bebedouro, e principalmente
da cultivar IAC (PIAC), produzida por meio de material livre de virus e pré-
imunizado com estirpes fracas do CTV, tém-se destacado pela alta produtividade
e boa qualidade dos frutos (TEOFILO SOBRINHO et al., 2001; SALIBE et al.,
2002).

Dessa forma, a citricultura tornou-se nas ultimas décadas um dos
principais agronegocios brasileiros gracas a constante selecdo de materiais de
gualidade superior, aos tratos culturais, e ao controle e monitoramento de
patégenos nas areas que conduzem a cultura.

Em se tratando da tristeza dos citros, toda estratégia de controle e
monitoramento dos pomares requer estudos de caracterizacdo de isolados de
CTV, uma vez que o virus apresenta uma grande diversidade biolégica, devido a
facilidade da ocorréncia de mutacdo e recombina¢do, podendo induzir os mais
variados sintomas nos diferentes hospedeiros, dependendo da sua interagdo com
a planta e ambiente (BALLESTER-OLMOS et al.,1993; MORENO et al., 2008).

Com o intuito de selecionar, em nivel regional, clones mais produtivos de

laranja doce da cultivar Péra e com boa interacdo entre isolado protetivo do virus
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da tristeza e adaptados a diferentes condigcbes ambientais, deu-se inicio, na
década de 1990, ao “Programa Rede de Experimentos de Selegdo de Novos
Clones de Laranjeira Péra”, desenvolvido por pesquisadores do Centro Apta Citrus
Sylvio Moreira. Nesse programa foram instalados experimentos em municipios
representativos das regides norte, centro e sul do Estado de S&o Paulo, nas quais
sdo observadas diferentes condi¢des edafo-climaticas (CARVALHO et al., 2006).
O presente estudo, como parte desse programa, buscou avaliar, por meio
da sintomatologia, producao e andalise de SSCP do gene da proteina do capsideo
do CTV, as combinacgdes de cultivar Péra e isolado do virus com desempenho
satisfatério nos pomares experimentais dos municipios de Cajobi, Cordeirépolis,
Itapetininga e Cap&o Bonito, incluindo materiais originais e microenxertados pré-

imunizados.

OBJETIVOS:

- Avaliar o desempenho agrondémico e em relacao a tristeza apresentado
por clones originais e microenxertados pré-imunizados em diferentes regides de

Sao Paulo, por meio da sintomatologia desenvolvida.

- Caracterizar os isolados de CTV presentes nessas plantas por meio da
analise de SSCP, comparando os padrdes eletroforéticos com aqueles exibidos

por controles fracos e fortes conhecidos.

- Relacionar os dados moleculares com a sintomatologia desenvolvida

pelos diferentes clones analisados.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A citricultura no Estado de Sao Paulo

Por seu amplo espaco geogréfico, o Brasil apresenta varios tipos de
ambientes, propiciando as mais diversas culturas. Uma das atividades é o cultivo
de frutas citricas, que tem a temperatura como um dos principais elementos
meteoroldgicos-climaticos a influenciar a distribuicdo geografica da cultura. A
temperatura do ar exerce influéncia sobre todas as fases de desenvolvimento das
plantas citricas, desde a germinagdo e crescimento das mudas até a maturacao
dos frutos (SENTELHAS, 2005).

Nas regides de clima tropical umido, onde a amplitude térmica anual &
menor, os frutos tendem a ser maiores, com casca verde e mais fina e com mais
suco, poréem com menor total de sélidos soluveis e concentracdo de acidos no
suco do que os produzidos em regides de clima subtropical. Pesquisas realizadas
na regidao de Bebedouro, no Estado de Sao Paulo, apontaram que a principal
variavel que influencia a concentracdo de sélidos sollveis e acidez do suco das
laranjeiras Valéncia e Natal, € a temperatura do ar, expressa em termos de graus-
dia (SENTELHAS, 2005).

O Estado de Sao Paulo abrange sete tipos climaticos distintos, a maioria
correspondente a clima Uumido, segundo a classificacdo climatica de Koeppen,
baseada em dados pluviométricos e termométricos mensais. A maior area
corresponde ao clima de Cwa. Essa area, que abrange o0s municipios de
Cordeiropolis, Itapetininga e Capdo Bonito, caracteriza-se por apresentar clima
tropical de altitude, com chuvas no verao e seca no inverno, sendo a temperatura
média do més mais quente superior a 22°C. A regido noroeste, onde se localiza o
municipio de Cajobi, é considerada a mais quente do Estado de S&o Paulo,
apresentando clima do tipo Aw, tropical chuvoso, com inverno seco e més mais
frio com temperatura média superior a 18°C. O més mais seco tem precipitacao

inferior a 60 mm, ocorrendo o periodo chuvoso no outono (Cepagri - Unicamp).
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Figura 1: Representacdo do Estado de S&o Paulo, com destaque para o0s

municipios que tiveram plantas avaliadas.

Nesse cenario, o Estado de Sdo Paulo destaca-se na producdo de
laranjas, limas acidas Tahiti e de tangerinas, sendo responsavel por quase 80% da
producédo nacional de citros, de acordo com levantamento do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2003). A proximidade das metropoles nacionais e a

~

instalacdo de um parque industrial voltado a exportacdo fizeram com que se
tornasse o0 maior expoente no setor (BOTEON et al. 2005).

Dentro do Estado, em cada regido, pode-se observar tendéncias na
producdo. Assim, as regides norte e central, com maior volume de producao,
especializaram-se para fins industriais, concentrando as principais unidades

processadoras. Ja na regido sudeste, localizam-se 0s pomares voltados ao



consumo de frutos frescos, destacando-se as tangerinas e as laranjas de mesa
(BOTEON et al. 2005).

Atualmente, estatisticas de producdo apontam que o sul do Estado tem
aumentado sua participacdo desde o final da década de 1990. Essa regido
caracteriza-se por ter um regime mais regular de chuva, o que torna mais atrativos
o investimento e a ampliagdo no setor de citros. Nessa vertente, em Capao Bonito
o desenvolvimento das tangerinas sem sementes pelo IAC pdde favorecer a
exportacao de frutas frescas (BOTEON et al. 2005).

Embora apresente excelentes qualidades agronémicas, houve uma queda
no interesse em produzir a variedade de laranja Péra, uma vez que as variedades
Natal e Valéncia sdo mais produtivas (FIGUEIREDO, 1991). Outras hipéteses para
esse fato sdo de que a ‘Péra’ apresenta surtos vegetativos e € mais atrativa para
cigarrinhas transmissoras da clorose variegada dos citros (CVC). Além disso, 0
fato de apresentar até quatro floradas por ano, com producdo praticamente
durante o ano todo, leva a um maior gasto com pulverizacbes e colheitas,
podendo afetar a qualidade do fruto.

Um levantamento para estimar como estdo estruturados os pomares
paulistas foi feito pelo Fundecitrus, levando em conta a porcentagem de mudas
existentes por variedades. Em setembro de 2004, o levantamento mostrou que de
um total de 14 milhdes de mudas, 33% eram de Valéncia e 28% da variedade
Péra (PIO et al. 2005). No entanto, ainda permanece o interesse na variedade
‘Péra’, devido a necessidade de frutos para as industrias na época conhecida
como meia-estacado. (PIO et al. 2005).

Com o advento da tristeza dos citros, programas para a selecdo de
variedades que convivem bem com a doenca foram desenvovidos. Desse modo,
selecdes de ‘Péra’ tém sido realizadas nos ultimos trinta anos com o objetivo de
escolher material superior para utilizacdo comercial. Inicialmente, plantas com
potencial para matrizes foram selecionadas na regido de Bebedouro e,
posteriormente, levadas para estudo em pomares da Estacdo experimental de
Limeira (atual Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC - CCSM), localizada em

Cordeiropolis. Dentre os materiais selecionados nessa regido, destacaram-se as



cultivares Ipigua e Olimpia que apresentaram bom desempenho em campo e
passaram a fazer parte das matrizes do CCSM para distribuicAo comercial de
mudas.

N&o resta davida, no entanto, que um dos materiais que tem se revelado
mais promissor para ser utilizado como matriz fornecedora de borbulhas é a
cultivar Péra IAC (PIAC). Essa cultivar foi desenvolvida pela Sec¢éo de Virologia do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), a partir de um programa de protecao
cruzada contra isolados severos do Citrus tristeza virus, iniciado em 1961
(MULLER, 1980; MULLER et al., 1999). Clones de PIAC foram utilizados para
constituir e restabelecer muitos dos pomares de Sao Paulo, sendo propagados até
os dias atuais, ndo sé nesse estado como em outros do Brasil (MULLER et al.,
1999).

Nos anos recentes, planta de PIAC, com bom desempenho em pomar
comercial, foi microenxertada e novamente inoculada com isolado fraco do virus,
dando origem a cultivar ‘Péra IAC 2000’. As caracteristicas favoraveis da ‘PIAC
2000’ foram observadas em uma propriedade particular do municipio de
Cordeiropolis. De acordo com Teofilo Sobrinho et al. (2001), as plantas
destacavam-se em um lote de plantas vigorosas e com alta producédo, sendo
iniciada a distribuicdo de mudas para producdo comercial em junho de 2000, pelo
CCSM.

As cultivares IAC e IAC 2000, avaliadas no presente estudo, destacam-se
por apresentarem alta produtividade e boa qualidade dos frutos, sendo cultivadas

em escala comercial somente no Brasil (SALIBE et al., 2002).



2.2. A tristeza dos citros

Acredita-se que o CTV tenha surgido em regides tropicais da Asia e
arquipélago Malaio, centro de origem dos citros, disseminando-se junto com seu
principal afideo vetor, o pulgdo preto (Toxoptera citricida Kirk), para india e Africa
do Sul, ainda no século XVII, por colonizadores (MULLER; COSTA, 1991). Da
Africa do Sul, provavelmente, o CTV foi introduzido em outras areas citricolas do
mundo, incluindo a América do Sul, por meio de material vegetativo infectado
(ROCHA-PENA et al., 1995; MULLER et al. 2005).

Os primeiros registros da incompatibilidade da combinacdo de copa de
laranja doce enxertada em laranja ‘Azeda’ foram obtidos no inicio do século XX na
Africa do Sul, por meio da sintomatologia da tristeza (MULLER; COSTA, 1991).

A natureza virética da doenca foi reconhecida apenas em 1946 por meio
da transmissdo do virus por afideos vetores e, posteriormente, por enxertia de
borbulhas (BAR - JOSEPH et al., 1989). Posteriormente, o uso da microscopia
eletrbnica colaborou com o avanco da pesquisa ao permitir a purificacdo da
particula viral (KITAJIMA et al., 1965).

Acredita-se que o CTV e seu principal vetor, o pulgdo preto, foram
introduzidos na América do Sul por volta de 1927, por meio de um carregamento
de borbulhas e mudas contaminadas proveniente da Africa do Sul. Milhdes de
arvores de laranja doce enxertadas em laranja Azeda foram afetadas (ROCHA -
PENA et al., 1995).

No Brasil, a virose foi observada em 1937, no Vale do Paraiba, Estado de
Sao Paulo. O nome tristeza foi adotado para designar os sintomas desenvolvidos
por combinacfes de laranjas-doces (Citrus sinensis L.) enxertadas em laranja
‘Azeda’. Os sintomas sdo caracterizados pelo amarelecimento da nervura principal
ou total das folhas, que se tornam ligeiramente bronzeadas e quebradicas, seca
gradativa dos galhos a partir das extremidades, frutos mitdos, necrose do floema
na regido da enxertia e podriddo das radicelas, levando muitas vezes a planta a
morte (MULLER et al. 2005). Nos anos de 1930 e 1940 o CTV dizimou milhdes de



arvores enxertadas em laranja ‘Azeda’ nos pomares dos parques citricolas do
Brasil, Argentina e Paraguai e Uruguai (ROCHA-PENA et al., 1995).

Outras epidemias marcantes ocorreram também na California (1939),
Flérida (1951), Espanha (1957), Israel (1970), Venezuela (1980), Chipre (1989),
Cuba (1992), México (1995), Republica Dominicana (1996) e Italia (2002)
(MORENO et al. 2008).

Para o controle da tristeza, no primeiro instante, um grande numero de
medidas foi tomado, desde erradicacdo e substituicdo individual das plantas
afetadas, até substituicdo da copa. No Brasil, a principal forma de evitar perdas
com a doenca foi a substituicdo do porta-enxerto por variedades resistentes, o que
levou ao abandono do porta-enxerto de laranja Azeda. A enxertia de clones ja
existentes em porta-enxertos tolerantes ao CTV, dentre os quais se destacou o
limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osb.), fez com que esses clones ficassem conhecidos
como clones velhos, uma vez que eram de origem desconhecida e, muitas vezes,
propagados sem o controle de patégenos (MULLER e COSTA, 1993).

Posteriormente, copas com tecidos intolerantes ao virus como pomelos
(C. paradisi Macf.), limao Galego (Citrus aurantifolia Christm.), liméo Tahiti (Citrus
latifolia Tan.) e algumas variedades de laranja doce (C. sinensis L.), como a
laranja Péra — principal cultivar comercializado do pais —, comecaram a apresentar
problemas (PASSOS et al., 1997).

Os clones velhos comecaram a ser substituidos pelos clones novos, de
origem nucelar. Indiretamente, os problemas causados pelo CTV ajudaram a
estimular muitas pesquisas na fitopatologia. Nesse periodo, houve tanto a
descoberta de novos patégenos como os virdides, quanto a confirmacdo de que
clones de arvores mais velhas eram carregadoras assintomaticas desses e de
outros agentes infecciosos. Além disso, ocorreu a implantacdo de medidas
sanitarias, quarentena e procedimentos certificados de enxertos livres de doencas
(SALIBE, 1986).

Os clones nucelares, produzidos pelo Instituto Agrondémico (IAC) na
Estacdo Experimental de Limeira, atualmente Centro APTA Citros Sylvio Moreira,

permitiram a implantacdo, em 1969, do Programa de Registro de Plantas Matrizes



de Citros do Estado de Sao Paulo (GREVE et al., 1991). Posteriormente, ocorreu
a implantacdo do sistema de borbulheiras adensadas e a reestruturagdo dos
Programas de Registro de Matrizes, Fiscalizacdo e Certificacdo de Mudas,
favorecendo a propagacdo de material com pureza varietal, sanidade para
patdgenos e alta produtividade (CARVALHO, 2003).

Pode-se observar que, além da perda de &rvores, houve importantes
danos indiretos associados a epidemia de CTV, sendo o principal deles, talvez, a
perda do porta-enxerto de laranja Azeda, cujas qualidades agrondmicas sao
consideradas insuperaveis (MORENO et al., 2008; BAR-JOSEPH et al., 1989).

Atualmente, a obtencao de plantas sadias e geneticamente idénticas vem
sendo realizada através da técnica de microenxertia de apices caulinares, seguida
da pré-imunizacao, possibilitado a producéo de plantas matrizes de citros com alta
gualidade fitossanitaria (CARVALHO, 2003).

2.3. Modo de transmisséo e epidemiologia

O CTV pode ser transmitido por enxertia, se uma unido vascular for
estabelecida entre tecidos doadores e receptores, e por diferentes espécies de
afideos vetores (MULLER e COSTA, 1991). A eficiéncia da transmisséo varia com
a espécie do afideo, o isolado, hospedeira doadora e receptora. O pulgéo preto, T.
citricida Kirk, € o mais eficiente vetor no Brasil. Em outros paises, outras espécies
de afideos sé&o, também, eficientes.

O T. citricida apresenta coloragcdo marrom escura, na forma jovem, e preta
brilhante quando adulto, e varia de 1,5 a 2,4 mm. As fémeas alcangcam maturidade
reprodutiva aos 12 dias e podem produzir cerca de 40 a 50 jovens individuos de
rapido desenvolvimento. O CTV nao se multiplica no pulgdo e nédo ha periodo
latente (LEE et al., 1994). Pulgdes individuais sdo capazes de transmitir o CTV em
30 minutos apds aquisicdo e permanecem inoculativos por até 48 horas apos o
periodo de aquisicdo (MULLER, 1996).



A partir de intenso estudo sobre a disseminacédo do CTV, soube-se que
diversos fatores influenciam na taxa de disseminacéo do virus numa determinada
area, sendo, alguns desses elementos, a composicdo da fauna de afideos, sua
densidade populacional, suscetibilidade de variedades de citros predominantes e
transmissibilidade dos isolados de CTV dominantes (BAR - JOSEPH e
LOEBENSTEIN, 1973). Sabe-se que um periodo de tempo entre a introducéo e
disseminacdo no campo é necessario, sugerindo que o isolado de CTV deve
adaptar-se as populacdes de vetores locais (BAR - JOSEPH et al., 1989;
RACCAH et al., 1980; ROISTACHER et al., 1987).

Estudos sobre dispersao espacial e temporal do CTV mostraram que 0s
padrbées de dispersdo dependem se T. citricida ou A. gossypii € a espécie vetora
predominante. Em locais onde A. gossypii € predominante, a incidéncia de arvores
infectadas com CTV aumenta de 5 a 95% em 8 a 15 anos. Arvores infectadas
mostraram uma agregacdo limitada e novas infecgbes s&o associadas com
intervalos de distancia. Nas areas em que T. citricida é predominante, a mesma
taxa de doencas € atingida de 2 a 4 anos com aumento rapido e continuo, e
agregados de arvores infectadas sdo comuns devido as arvores adjacentes
infectadas. Isso pode ser explicado pela biologia e métodos de alimentacdo de
ambas as espécies vetoras (GOTTWALD et al., 1996).

Em relacéo a evolugcédo da doenca apoés transmisséo por afideos, Albiach-
Marti et al. (2000) observou que essa transmissdo freqientemente altera as
populacdes de RNA gendmico e RNAs defectivos. Em seu estudo, de 14 isolados,
9 apresentaram diferencas nas novas plantas em relacdo ao original, apos
inoculacéo por vetor. Esses achados sugerem gque esses novos fatores, induzidos
pela modificacdo causada pelos afideos vetores, possam alterar o padrdo de
isolados de CTV em areas de citros onde antes se observavam isolados mais
brandos. Isso ocorre possivelmente por uma selecdo pelo vetor de variantes
genbmicas e de D-RNAs.

Devido a ampla distribuicdo e alta eficiéncia do T. citricida Kirk, a tristeza é

endémica no Brasil, ndo havendo possibilidade de manter plantas sadias
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suscetiveis a infeccao pelo virus em condi¢cdes de campo, sendo infectadas em
menor ou maior espaco de tempo (MULLER e COSTA, 1991).

2.4. Hospedeiros e sintomatologia

O virus da tristeza infecta praticamente todas as espécies, cultivares e
hibridos de citros, sendo que a Unica hospedeira ndo Rutdcea é uma
Passifloraceae (ROISTACHER e BAR — JOSEPH, 1987).

A expressdo dos sintomas do CTV nos citros depende da constituicao
genética da copa e do porta-enxerto, da multiplicagdo do virus na planta, da
severidade do isolado e do ambiente, recebendo influéncia principalmente da
temperatura (ROCHA-PENA et al., 1995).

Quanto a reacdo ao CTV, os tecidos das plantas citricas podem ser
resistentes (Poncirus trifoliata e alguns de seus hibridos), tolerantes (tangerinas, o
limdo ‘Cravo’, o limao ‘Rugoso’, o ‘Volkameriano’ e a maioria das laranjas doces),
parcialmente tolerantes e intolerantes (pomelos, as limas &cidas, algumas
variedades de laranja doce e alguns limdes verdadeiros). S&o consideradas
tolerantes as plantas que possibilitam a multiplicacdo do virus em seus tubos
crivados sem que estes entrem em colapso na regido da enxertia (necrose), nao
afetando o crescimento e a producao, e resistentes, as plantas que nédo permitem
a multiplicacédo do virus (MULLER e COSTA, 1991).

Devido a intensa multiplicacdo viral nos tecidos, haplétipo viral e
alteracoes fisiologicas causadas pelo estresse, alguns sintomas sdo mais severos
em plantas mais sensiveis. A intensidade de sintomas deve-se, principalmente, as
variacfes genéticas, a variedade e as influéncias do ambiente. Apenas isolados
severos ocasionam caneluras em algumas variedades de laranja doce, pomelos e
toranjas, independente do porta-enxerto, sendo que caneluras variam de acordo
com o haplétipo do virus e planta hospedeira. Caneluras sdo depressdes rasas e
alongadas, também denominadas “stem-pittings”, impregnadas por uma

substancia marrom, observadas quando retiramos casca do tronco e ramos. Os
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isolados de caneluras causam também clorose das folhas, producédo de frutos
mitdos e perda do vigor da planta (MULLER e COSTA, 1991). Porém, o conceito
de isolado fraco é muito relativo e deve ser avaliado para cada variedade e cultivar
citrica, de acordo com Rezende e Muller (1995).

O CTV induz obstrucao, colapso e necrose dos tubos da seiva e células
companheiras perto da unido de enxertia, produzindo uma excessiva quantidade
de floema nao funcional. Isto causa reducéo progressiva do sistema radicular com
déficit no suprimento hidrico e de minerais, que resulta em seca, clorose e
sintomas de morte dos ponteiros (MORENO et al. 2008).

O sintoma de caneluras é, provavelmente, iniciado pela interrupcdo da
atividade meristematica de areas limitadas do cambio, que resulta em crescimento
radicular irregular, com depressdo local nos pontos inativos. Depressodes
extensivas podem impedir o crescimento radial e produzir crescimento deficiente,
folhagem fina com folhas pequenas e amareladas e frutos pequenos com baixo
teor de suco que nédo séo comercializaveis (MORENO et al. 2008).

Alguns isolados severos de CTV induzem declinio rapido das plantas.
Sintomas de declinio podem estar associados a outras doencgas, como a gomose,
ataque de nematoides, viroses, e também a falta de agua. O declinio causado pelo
CTV afeta o floema, restringido o crescimento e desenvolvimento da planta. Os
sintomas se caracterizam pelo amarelecimento da nervura principal ou total das
folhas, que se tornam ligeiramente bronzeadas e quebradicas, seca gradativa dos
galhos a partir das extremidades, frutos miudos, necrose do floema na regido da
enxertia e podriddo das radicelas, o que pode levar a planta a morte (MULLER e
COSTA, 1993).

2.5. Caracteristicas morfoldgicas e estrutura genética do CTV

O CTV, pertencente ao género Closterovirus, é considerado o maior virus

de planta ja detectado. Apresenta-se constituido por longas particulas
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filamentosas e flexuosas com dimensdes de 2000 nm de comprimento e 12 nm de
didmetro (BAR - JOSEPH e LEE, 1989).

Figura 2: Microscopia eletrdnica exibindo particulas de CTV (KITAJIMA et al.,
1965).

As particulas virais localizam-se no floema, formando corpos e inclusdes,
embora estes agregados ja tenham sido detectados em parénquimas do floema,
mesofilos e células de epiderme. O namero de inclusdes observadas nos tecidos
de plantas infectadas pode ser relacionado a severidade do virus. Agregados da
proteina do p20 sdo os maiores componentes dos corpos de inclusdes
caracteristicos que aparecem nas microscopias eletronicas (GOWDA et al., 2000).

De acordo com Moreno et al. (2008) e Ayllon et al., (1999), analises de
variagcdes genéticas em isolados de CTV revelaram (1) conservacdo do genoma
em distantes regifes geograficas, com um limitado repertorio de genétipos, (2)

distribuicdo desigual de variagdo ao longo do gRNA, (3) eventos de recombinacao
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frequentes e (4) diferentes pressdes de selecao moldando as populagbes de CTV
Nas estruturas de populagbes entre isolados, algumas consistem de uma
sequéncia predominante e algumas variantes relacionadas; em outras apresentam
estruturas complexas, com seqiiéncias variantes divergentes (AYLLON et al.,
2006; MORENO et al.; 2008).

Fatores moldando as populacdes de CTV no campo incluem mutacgdes,
eventos de recombinacao entre sequéncias variantes divergentes, selecao, deriva
genética e fluxo génico, devido as repetidas inoculacdes de arvores de campo e
movimento de porta enxertos infectados entre regides (DOMINGO; HOLLAND,
1994).

Ayllon (1999) e Rubio (2001), juntamente com seus colaboradores,
sugerem que recombinacdes homdéloga e ndo homoéloga podem ser fenébmenos
frequentes no CTV. Admite-se que em virus de RNA, a recombinagcdo seria um
meio de regenerar genomas funcionais, como mutac¢des deletérias acumuladas,
como resultado da falha da atividade da RNA polimerase RNA dependente. Além
disso, poderia ser também um meio de aumentar a diversidade genética e a
adaptabilidade. Mutacdo devido a erro natural da RNA polimerase RNA
dependente € o0 mecanismo basico de geracdo de diversidade (DOMINGO;
HOLLAND, 1994).

Alguns virus tém desenvolvido genomas segmentados que podem reunir-
se, como o CTV. Evidéncias de muitos eventos de recombinacdo entre duas
sequéncias variantes de RNA de CTV tém sido estudadas (BAR - JOSEPH et al.,
1989; MORENO et al., 2008).

Como as plantas citricas possuem vida longa, h&a a possibilidade de serem
inoculadas repetidamente por afideos com diversas dessas variantes de CTV,
aumentando a diversidade genética de isolados (RUBIO et al., 2001).

A particula do CTV parece ser geneticamente estavel em alguns
hospedeiros. As interferéncias do homem com diferentes porta-enxertos e
enxertos, sob as mais diversas condicbes ambientais, podem ter auxiliado na

geracdo de variabilidade genética. Uma vez formadas as condi¢cdes adequadas,
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outros fatores, como recombinacao, selecao, deriva genética ou fluxo génico entre
regides podem ter sido determinantes para tal variagdo (MORENO et al. 2008).

Quanto a sua organiza¢do, o genoma é monopartido, constituido por uma
fita simples de RNA (ssRNA) de sentido positivo, ndo segmentado, com
aproximadamente 20 Kb e peso molecular em torno de 6.5x10° KDa. E organizado
em 12 ORFs (open reading frames), que podem codificar aproximadamente 17
produtos protéicos e duas regides nado traduziveis (KARASEV et al., 1995, 1997,
2000). ORFs 1la e 1b codificam proteinas do complexo de replicase, enquanto
ORFs 2 a 11 incluem a metade do genoma, a partir da extremidade 3’, codificam
as proteinas p33, p6, p65, p61, p27, p25, pl18, pl13, p20 e p23.

A regido codificante do genoma de RNA compreende: o mddulo de
replicacdo (ORFs la e 1b); um modulo de 5 genes (p6, p65, p6l, p27 e p25),
codificando proteinas envolvidas na formagcdo do virion e no transporte, que é
conservado em todos os membros da familia Closteroviridae; o gene p20; um
homélogo do gene p21 do virus do Beet yellow virus (BYV); e quatro genes
codificantes de proteinas sem homoélogos em outros closterovirus (p33, pl18, pl3 e
p23) (DOLJA et al., 2006).

ORFla b 2 3 4 5 6 7 891011
PRO PRO p33 CPm pl8 p20
MT HEL HSP70h I—I l—l_
- 1| E
RdRp p61 |_| U
pé cp pl3 p23
g
sgRNAs 1
3
4
5
6
7
8
9 —

Figura 3: Representacdo do genoma do CTV (adaptacdo de Moreno et al, 2008).
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Em virions normais de CTV, a capa protéica (CP) (p25) pode cobrir a
maior parte do gRNA, e a capa protéica menor (CPm) (p27) somente uma
pequena porcdo do gRNA no terminal 5’, mas, na auséncia da p65 ou p61, a CPm
pode cobrir grandes segmentos ou mesmo o0 gRNA completo. Essas duas
proteinas provavelmente ligam a zona de transicdo entre a CP e a CPm e
restringem a CPm a cauda do virion (MORENO et al. 2008).

As funcgBes das proteinas produzidas pelos genes p33, p18 e p13 ainda
sdo desconhecidas, pois, em mutantes com essas regides suprimidas, o virus
pode se replicar e ocorrer a montagem da particula infecciosa
(SATYANARAYANA et al., 1999, 2000, 2004; MORENO et al. 2008).

Outra proteina produzida € a p23, uma proteina de ligacdo de RNA que
regula acumulacéo desigual de fitas positivas e negativas durante replicacédo de
RNA. Experimentos conduzidos por Lu e colaboradores (2004) sugerem que as
proteinas p20 e p23, juntamente com a CP, podem atuar como supressoras de
silenciamento de RNA, com p23 inibindo silenciamento intercelular, a CP no
silenciamento intracelular, e p20 em ambos silenciamentos: inter e intracelulares.
Dois supressores de silenciamento adicionais, codificados pelo genoma do CTV,
admitem a existéncia de outros determinantes de patogenicidade, além do p23
(LU et al., 2004).

A expressao do genoma de CTV inclui no minimo 3 mecanismos usados
por virus de RNA fita positiva: processo proteolitico, frameshifting ribossomal e
formacdo de porcdes de 3'- coterminal subgendmicos que atuam paralelamente
aos gRNAs (AYLLON et al., 2004; GOWDA et al., 2001). A replicaciio do gRNA do
CTV envolve sintese de fitas negativas que vao servir de molde para a geracao de
novas fitas positivas, que se acumulam de 10 a 20 vezes mais que fitas negativas
(SATYANARAYANA et al., 2002). ORFs l1la e 1b sdo diretamente traduzidas do
gRNA. A primeira produz uma poliproteina de aproximadamente 349 kDa,
enquanto que traducdo da ORF 1b ocorre por ocasional frameshifting ribossomal
para fazer uma proteina de aproximadamente 400 kDa, que € posteriormente
processada proteoliticamente (KARASEYV et al., 1995). Os 10 genes na metade 3’

do gRNA do CTV séo expressos pela sintese do sgRNAs coterminal, que agem
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como RNA mensageiros (HILF et al., 1995). De maneira similar sgRNAs de fitas
negativas também sdo produzidas em células infectadas, mas acumulam de 40 a
50 vezes menos que as fitas positivas de sgRNAs (SATYANARAYANA et al.,
2002).

Em diversos trabalhos, utilizando isolados de campo em que se faz uso de
corridas eletroforéticas, € comum observar-se pequenas bandas com as
terminacdes 3’ e 5 do gRNA, mas com as regides centrais com falhas, geradas
por diferentes fatores (MORENO et al., 1990, AYLLON et al., 1999; YANG et al.,
1997). Pequenos fragmentos (sgRNAS), contendo genes codificantes da regiéo 3’,
estdo presentes e sdo responsaveis pela producdo de mRNAs. Frequentemente,
tecidos infectados por CTV também acumulam grande quantidade dessas fitas
defectivas positivas e negativas (D-RNASs). A maioria de D-RNAs é de 2.0-5.0 kb,
mas grandes D-RNAs que possuem ORFs 1a e 1b na sua porgéao 5, ou ORFs de
2 a 11 na porgao terminal 3’ foram reportadas (CHE et al., 2002, 2003). Estudos
indicam que a producdo de sgRNAs esta relacionada a sua posi¢cdo no genoma,
sendo as mais préximas do terminal 3’ aquelas que tém maior taxa de producao
(GOWDA, 2001).

A interacdo do CTV com o hospedeiro ainda ndo é muito compreendida,
sendo que o papel biolégico do D-RNAs é um dos principais fatores que néo esta
muito claro, mas sua distribuicdo em isolados de CTV sugere que eles podem
fornecer alguma vantagem. Assim é em um caso, em que a presenca de um D-
RNA foi reportada para modular a expressédo do sintoma do CTV (YANG et al.,
1999). Nos trabalhos de Gandia et al., (2007), verificou-se que as analises do
transcriptoma da lima mexicana, usando um microarranjo para citros, mostraram
alteracao na expressao de 334 genes depois da infeccdo com isolado severo de
CTV, com metade delas sem similaridade significativa com outras proteinas

conhecidas.
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2.6. Métodos para estudo do CTV

Varios procedimentos podem ser utilizados para estudar a variagcdo do
CTV, identificar isolados especificos, ou para associar caracteristicas de
patogenicidade com diferentes marcadores moleculares (MORENO e GUERRI,
1997). Alguns desses procedimentos detectam diferencas na CP, usando uma
variedade de anticorpos monoclonais e policlonais, ou pela andlise de mapas de
peptideos gerados com endoproteases (ALBIACH - MARTI et al., 2000), e também
por meio de testes bioldgicos.

Por meio da indexacdo biolégica, h4d a garantia de que material
propagativo seja sadio, evitando, assim, os danos causados pelos virus e viréides.
De forma geral, amostras das plantas estudadas sdo enxertadas em plantas
sensiveis ao patogeno, apresentando sintomas em maior ou menor intensidade
(GREVE, A. et al., 1991).

Nos métodos moleculares, a comparacao de sequéncias de nucleotideos
€ um meétodo preciso para comparacdes de isolados, mas leva tempo. Em
contraste, reacdo com anticorpos monoclonais é rapido e pratico para multiplas
comparacdes, mas cada anticorpo monoclonal detecta somente um epitopo,
sendo que uma simples mudanca de aminoacido pode modificar o epitopo
(MORENQO et al., 2008).

Outros procedimentos detectam variacbes em RNA viral, incluindo: (1)
diferencas em padrdo do dsRNA entre isolados (MORENO et al., 1993), sendo
gue estas, como ja descrito, se devem a presenca de D-RNAs em isolados de
CTV; (2) padrao de hibridizacdo com cDNA ou cRNA de muitas regifes do gRNA;
(3) restriction fragment length polymorphism (RFLP) para analise do gene da capa
protéica; (4) amplificac6es de padrées por RT-PCR com primers especificos para
muitos gendtipos de CTV; (5) analise de single-strand conformation polymorphism
(SSCP) de diferentes regides do gRNA (AYLLON et al., 1999; D’'URSO et al.,
2000, 2003; SAMBADE et al., 2002, 2007). Esta técnica tem sido usada para
caracterizar a estrutura da populacdo de isolados de CTV e selecionar variantes

especificos para sequenciamento, para estimar a diversidade dentro e entre
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isolados (AYLLON et al., 2006; SAMBADE et al., 2003). A técnica de SSCP
baseia-se no anelamento da fita simples de cDNA sobre si mesma e no
consequente rearranjo conformacional da molécula, apés tratamento especial de
desnaturacdo. A migracao eletroforética das fitas simples de cDNA em gel nédo
desnaturante de poliacrilamida depende da sequéncia de nucleotideos e da
conformacdo adquirida pela molécula, sob as condicdes da eletroforese.
Pequenas variacdes sequenciais alteram a conformacéo da fita simples de cDNA
e, consequentemente, seu perfil eletroforético, resultando em diferentes padrdes
de bandas. Isso permite que diferentes complexos, mesmo que apresentando
sintomas idénticos, sejam identificados por padrdes de bandas diferenciados
(RUBIO et al., 1996).

Outro método € o PCR em tempo real para deteccdo e quantificacdo do
CTV em diferentes tecidos de plantas. Os estudos conduzidos por Ruiz-Ruiz et al.
(2007) indicam que esse procedimento pode ser Gtil nAo somente para diagnose e
discriminagdo de linhagem, mas também para estudar diferentes aspectos da
biologia do CTV, como diferencas de tamanho ou tropismo para diferentes 6rgaos
da planta citrica, efeito potencial da acumulacédo viral em ramos jovens, e na
expressdo de sintomas e transmissdo de afideos, ou resisténcia relativa de
diferentes cultivares ou plantas transgénicas especificas a certas linhagens de
CTV. Essa pode ainda ser uma importante ferramenta nos experimentos para
detectar determinantes de patogenicidade, em que um clone de cDNA infeccioso
de algum RNA gendémico € montado em laboratério e precisa ter seu novo genoma

estudado e avaliado.

2.7. O controle da tristeza

Tratando-se de doenca causada por virus, ndo ha método curativo
economicamente viavel; portanto, é utilizado o método de combate a doenca de
natureza preventiva ou indireta, e a escolha depende de cada caso (MULLER et
al. 2005).
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Além do uso de porta-enxertos tolerantes, outra medida adotada é a da
pré-imunizacdo. A protecdo cruzada, ou pré-imunizacdo, € um fendmeno que
ocorre quando um virus, jA estabelecido na planta hospedeira, impede a
manifestacdo de outros virus relacionados posteriormente inoculados (REZENDE
e MULLER, 1995). Esta técnica tem sido utilizada para controlar os danos
causados por haplétipos severos de CTV em espécies elou variedades
suscetiveis, e consiste na infeccdo de clones nucelares sadios ou microenxertados
de copas de variedades citricas sensiveis ao CTV, com isolados fracos do virus.
Juntamente com a pré-imunizagdo e uso dos clones nucelares, a implantacdo de
medidas sanitarias, quarentenarias e procedimentos certificados de enxertos livres
de doencas garantem a distribuicho de mudas sadias e produtivas para 0s
produtores (CARVALHO et al. 2001).

O silenciamento de RNA tem como forma de atuacdo uma série de
processos nucleares e citoplasmaticos envolvidos na regulacdo da expressao
génica pos transcricional. Age por meio da degradacdo sequéncia-especifica de
MRNAs alvos ou do bloqueio de sua traducao, eficiente na defesa de plantas
contra virus e retrotransposons (ZERBINI et al., 2005).

Fagoaga et al. (2005) observaram, em seus estudos, acumulacdo de
pequenos interferentes virais especificos em inoculados de CTV em lima
Mexicana, indicando uma resposta natural pos transcricional antiviral neste
hospedeiro. Especula-se que em plantas com protecdo cruzada esses
interferentes gerados por isolados brandos possam prevenir infeccéo subseqiente
por variantes agressivas, marcando para degradacdo seu RNA genbmico e
subgendmico.

No entanto, a observacdo de que isolados brandos de CTV
frequentemente falham na protecdo, ou conferem apenas protecdo temporaria
para plantas pré inoculadas (SAMBADE et al., 2007), sugere que CTV é capaz de
contornar o silenciamento pds transcricional ou que outros fatores podem ser
importantes para uma protecdo cruzada duravel. O sucesso limitado em outras

areas ou outras variedades (MULLER et al., 1988) indica que a protecdo cruzada
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provavelmente depende da variedade, linhagens de CTV e condi¢cdes ambientais
prevalentes em cada regiao.

Em todo o mundo, isolados de CTV que causam fracos ou moderados
sintomas de caneluras em pomelos e laranja doce tém sido investigados e
selecionados para serem utilizados em programas de pré-imuniza¢do. No Brasil,
programas semelhantes foram desenvolvidos na Estagcdo experimental de Limeira
(atual Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC), em Cordeirépolis, e também no
Instituto de Pesquisa Agropecuaria do Leste, em 1964, no municipio de Cruz das
Almas, Bahia, hoje pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA. A pré-imunizacdo também tem sido utilizada com sucesso para
controlar a tristeza na Austrélia, no Japdo, na Africa e no Peru (MULLER e
COSTA, 1991).

Estudos para producdo de mudas livres de patégenos surgiram com as
pesquisas com embrionia nucelar, que consiste no uso de embrides desenvolvidos
sem a participagdo direta do gameta masculino. Nesse processo, o embrido
forma-se a partir de tecido somatico na estrutura do 6vulo, possuindo, assim,
caracteristicas genéticas da planta mae (GREVE et al., 1991). Segundo o0 mesmo
autor, o embrido desenvolvido dessa forma em meios controlados normalmente
nao permite a entrada de microrganismos na semente. Essa medida serviu, num
primeiro instante, para livrar plantas infectadas pelo exocorte e virus severos em
clones velhos de algumas variedades (SALIBE, 1987). No entanto, com o
desenvolvimento da técnica de microenxertia, o0 uso de embrides nucelares
praticamente caiu em desuso (GREVE et al., 1991)

A Microenxertia é uma técnica que emprega o cultivo de tecidos para livrar
de doencas plantas de interesse. Para a cultura de citros, é acompanhada de
cultivo de sementes do porta-enxerto “in vitro”. Nesse porta-enxerto € feita a
decapitacdo e uma incisdo em “T” invertido no topo, onde é colocado o micro
enxerto da planta de interesse. Esse método garante alta qualidade fitossanitaria,
garantia de que nao ha infeccdo por doencas para obtencdo de mudas, e
possibilidade de aumento da produtividade (CARVALHO et al. 2005).
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Atualmente, novas formas de controle vém sendo estudadas para
contornar os problemas causados por isolados severos do CTV. No entanto, ainda
hoje, a melhor forma de se evitar perdas na produc¢do por patégenos em qualquer
cultura € por meio da obtencdo de genes de resisténcia com 0 uso de
cruzamentos. No entanto, para a cultura de citros, a maior dificuldade pelos
métodos convencionais deve-se, em parte, ao seu grande porte, sua genética
complexa e formas de reproducdo. Para a selecdo de variedades, é necessario
um estudo demorado porque, para a andlise de todas as caracteristicas
desejaveis, deve-se esperar o longo periodo juvenil, que pode ser de cinco anos,
para comecar a florescer, além do tempo de obtencdo de frutos maduros
(MACHADO et al. 2005)

No campo da biotecnologia, alguns genes foram identificados como
possiveis focos de interesse nos melhoramentos. Linhagens de resisténcia
especificas ao CTV tém sido observadas em algumas espécies de citros, entre
elas, P. trifoliata, que mostrou resisténcia a maioria das linhagens de CTV. A
resisténcia é associada com um unico locus dominante (Ctv), que tem sido
caracterizado e mapeado, sendo restrito a um segmento de 121 kb no genoma de
Poncirus, compreendendo 10 genes (RAI, 2006). Linhagens de pomelos
transgénicos, carregando qualquer um dos 10 genes candidatos, foram
suscetiveis a infeccdo por CTV, sugerindo que mais de um gene no locus pode
estar envolvido na resisténcia do CTV ou que outros loci foram subestimados.

Apesar da grande quantidade de informacdes ja disponiveis sobre
modificacdes por transgenia, muitos estudos ainda sdo necessarios para que
plantas transgénicas de citros, utilizando fragmentos de sequéncias derivadas de
CTV, possam ser realmente uma alternativa eficiente a protecdo cruzada no
controle de danos ou na resisténcia a tristeza. Desta maneira, uma melhor
compreesdo da relacdo patdgeno/hospedeira/ambiente ainda é de grande

importancia para o futuro das técnicas mencionadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal e isolados de CTV

Os isolados de CTV que fizeram parte deste estudo foram obtidos de
plantas originadas de quatro diferentes clones de laranja da variedade ‘Péra’:
‘1AC’, IAC 2000, ‘Olimpia’ e ‘Ipigua’ (QUADRO 1), estabelecidas sobre porta
enxerto de limdo ‘Cravo’ e instaladas em pomares experimentais, localizados nos
municipios de Cajobi, Cordeiropolis, Capao Bonito e Itapetininga, pertencentes as
regidoes Noroeste, Central e Sudoeste do Estado de S&o Paulo, respectivamente.
Esses pomares foram implantados com finalidade especifica de pesquisa, e 0s
municipios foram escolhidos pela representatividade das regides e possibilidade
de parceria. Os experimentos foram conduzidos em blocos inteiramente
casualizados, sendo, nesse estudo, avaliado o material propagativo original e o
microenxertado pré-imunizado com o isolado PIAC de cada clone em trés
repeticdes.

O municipio de Cajobi estd na Latitude Sul a 20°31’, e Longitude Oeste
48°28’. Encontra-se na altitude de 563 metros, com predominio dos solos
argissolo vermelho-amarelo eutrofico + argissolo vermelho eutrofico + latossolo
vermelho distréfico (IBGE). O experimento localiza-se na Fazenda Santo Anténio,
tendo sido realizado o plantio em fevereiro de 2000.

Cordeiropolis encontra-se na Latitude Sul 22°17’ e Longitude Oeste 47°16’
e esta na altitude de 660 metros, com solos do tipo latossolo vermelho distréfico +
latossolo vermelho distroférrico (IBGE). O experimento analisado foi o RG 52 do
Centro de Citricultura Sylvio Moreira, com o plantio realizado em abril de 1997.

Capao Bonito esta localizado em 24°00° de Latitude Sul e 48°12’ de
Longitude Oeste. A altitude € de 700 metros, com solo do tipo latossolo vermelho
distrofico e argissolo vermelho-amarelo distréfico (IBGE). O local do experimento
nessa regido foi o Pélo Regional Sudoeste Paulista, com o plantio realizado em
novembro de 1997. Como nesse experimento ndo esta sendo avaliada a ‘Péra

Ipigua’, para este clone foram coletados amostras de plantas de outro
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experimento, instalado no municipio vizinho Itapetininga, compondo as plantas dos
dois municipios o tratamento dessa regido.

O municipio de Itapetininga esta na Latitude Sul 23°21’ e Longitude Oeste
48°01°. A altitude do terreno é de 660 metros, com solos do tipo latossolo
vermelho distréfico + argissolo vermelho-amarelo distréfico (IBGE). O pomar
pertence a Fazenda Campo de Aviacdo da Empresa Citrovita Agropecuaria Ltda.
O plantio foi feito em agosto de 1998.

Para verificar a estabilidade desses clones em relacdo a tristeza,
propagacOes clonais dessas borbulheiras foram comparadas com respectivos
clones microenxertados e novamente pré-imunizados com o isolado protetivo
PIAC no Centro Apta Citros Sylvio Moreira, sendo levados a pomares
experimentais para analise de desempenho.

Como controles nas andlises de SSCP foram utilizados o isolado fraco
‘Péra IAC’ e os isolados fortes ‘Capao Bonito’ e ‘Bardo B’, obtidos de plantas
matrizes de laranja ‘Péra’, mantidas em casa de vegetacdo no CCSM.

O controle forte ‘Capao Bonito’ foi utilizado devido ao fato de que no
municipio de Capéo Bonito identificou-se a presenca de um complexo de
haplétipos de CTV que induz severos sintomas de tristeza em laranja doce,
cultivar ‘Péra’, enxertada sobre porta-enxerto de limao ‘Cravo’ (MULLER et al.,
1999). Os sintomas provocados por esses variantes do virus sdo caracterizados
pela baixa taxa de crescimento, folhas reduzidas e com clorose, galhos
guebradicos, frutos miudos e pela presenca, no tronco e nos ramos da planta, de
caneluras pequenas, ndo muito profundas, porém, em grande nimero (MULLER e
COSTA, 1993). A inducdo de sintomas de caneluras foi observada mesmo em
plantas pré-imunizadas, sugerindo a possibilidade de contaminacdo em viveiros ou
a quebra da protecdo devido a pressdo de variantes severos que infectam os
pomares da regido (MULLER e COSTA, 1988).

O controle forte Bardo B foi coletado em plantas sem sintomas, mas
portadoras do virus. Esse isolado, quando enxertado em plantas de laranja doce
nem sempre induz sintomas, mas em plantas de laranja Azeda e pomelo,

apresenta reacdo severa de tristeza (TARGON, 1997).
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Quadro 1: Locais de coleta, blocos casualizados, cultivar e planta dos

isolados de CTV de quatro diferentes clones de laranja da variedade ‘Péra’.

Amostra Municipio Bloco Cultivar Planta
1 Cordeirdpolis Il IAC -
2 Cordeirdpolis \% IAC -
3 Cordeirépolis VI IAC -
4 Cordeirépolis I IAC MP -
5 Cordeirépolis A IAC MP -
6 Cordeirépolis VI IAC MP -
7 Cordeirépolis I IAC 2000 -
8 Cordeirépolis Il IAC 2000 -
9 Cordeirépolis VI IAC 2000 -
10 Cordeirépolis Il IAC 2000 MP -
11 Cordeirépolis 1" IAC 2000 MP -
12 Cordeirépolis V IAC 2000 MP -
13 Cordeirépolis I Olimpia -
14 Cordeirépolis \% Olimpia -
15 Cordeirdpolis \% Olimpia -
16 Cordeirdpolis 1" Olimpia MP -
17 Cordeirdpolis v Olimpia MP -
18 Cordeirdpolis \% Olimpia MP -
19 Cordeirdpolis Il Ipigua -
20 Cordeirdpolis v Ipigua -
21 Cordeirdpolis Vi Ipigua -
22 Cordeirdpolis \% Ipigua MP -
23 Cordeirépolis Vi Ipigua MP -
24 Cordeirépolis I Ipigua MP -
25 Itapetininga Il Ipigua -
26 Itapetininga v Ipigua -
27 Itapetininga Vi Ipigua -
28 Itapetininga Il Ipigua MP -
29 Itapetininga v Ipigua MP -
30 Itapetininga VI Ipigua MP -
31 Capéao Bonito v IAC -
32 Capéao Bonito Vi IAC -
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capdo Bonito
Capéo Bonito
Capéo Bonito
Capdo Bonito
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi
Cajobi

VIII

VI
VIII

VIi
VIII

Vi
VIII

Vi
VIII

Vi
VIII

IAC
IAC MP
IAC MP
IAC MP
IAC 2000
IAC 2000
IAC 2000
IAC 2000 MP
IAC 2000 MP
IAC 2000 MP
Olimpia
Olimpia
Olimpia
Olimpia MP
Olimpia MP
Olimpia MP
IAC
IAC
IAC
IAC MP
IAC MP
IAC MP
IAC 2000
IAC 2000
IAC 2000
IAC 2000 MP
IAC 2000 MP
IAC 2000 MP
Olimpia
Olimpia
Olimpia
Olimpia MP
Olimpia MP
Olimpia MP
Ipigua

N P NN P N P P NDMNNN P N P P NDMDNNMNDNDED
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68 Cajobi Il Ipigué 1
69 Cajobi \Y, Ipigué 1
70 Cajobi Il Ipigu4 MP 2
71 Cajobi \% Ipigua MP 2
72 Cajobi \Y, Ipigua MP 1

Alguns clones de uma mesma cultivar do pomar instalado no municipio de
Cajobi apresentavam repeticbes no mesmo bloco, sendo analisada, nesse

estudo, apenas uma das plantas, representada por planta 1 ou 2.

3.2. Avaliacdo da sintomatologia da tristeza, intensidade de caneluras,

producdao e teste bioldgico

A sintomatologia da tristeza apresentada pelas plantas foi avaliada por
meio da observacéo das plantas, intensidade de caneluras nos ramos, producéo e
gualidade dos frutos.

O aspecto geral das plantas foi avaliado atribuindo-se notas de zero a
cinco aos sintomas aparentes de tristeza, destacando-se a reducédo do porte e
vigor das plantas, folhas com clorose, de tamanho reduzido e com aspecto
coriaceo e quebradico, frutos miidos e presenca de caneluras nos troncos. Nessa
avaliacdo foram estabelecidos os seguintes critérios: zero - nenhum dos sintomas
caracteristicos da doenca; 1 e 2 — sintomas fracos a moderados; 3, 4 e 5 —
sintomas fortes a muito fortes de tristeza.

A avaliacdo da intensidade de caneluras foi realizada em segmentos de
ramos jovens, de aproximadamente 1 cm de diametro e 30 cm de comprimento,
coletados ao redor das copas, acondicionados em sacos de papel e armazenados
em local seco. Apds a remocao das cascas, foram atribuidas notas de 0 a 4 a
intensidade de caneluras, com algumas modificacbes dos métodos descritos por
Miller et al. (1996) e Meissiner et al. (2002). A nota 0 corresponde a auséncia de
caneluras; nota 1, a presenca de caneluras esparsas; nota 2, a um ndmero

intermediario de caneluras; nota 3, a varias caneluras superficiais ou poucas
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caneluras profundas; e nota 4, a toda a superficie do ramo coberta por caneluras
superficiais ou profundas.

Dados sobre a producéo (kg/planta) no periodo de 2004 a 2007, assim
como os dados referentes a qualidade e caracteristicas dos frutos, foram obtidos
nas colheitas anuais realizadas no més de agosto de cada ano. A qualidade dos
frutos foi avaliada no laboratério de Andlise de Qualidade do Centro de Citricultura
Apta Citros Sylvio Moreira - IAC por meio de analises fisico-quimicas de 10 frutos
por planta de 2 repeticbes, adotando-se como parametros a largura e altura dos
frutos, brix, sélidos sollveis, acidez, ratio, peso, rendimento de suco e niumero de
frutos por caixa.

Os dados da producéo e qualidade dos frutos foram submetidos a analise
estatistica para determinar a ocorréncia de diferencas entre clones e regides
avaliadas. Determinou-se a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene e
a distribuicdo dos dados e dos erros pelo método de Kolmogorov-Smirnov. Estes
procedimentos foram realizados com o auxilio do modulo STAT do programa SAS,
versdao 9.1 para Windows. Nao foram adotadas transformacdes de dados.
Posteriormente, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) em esquema fatorial
2x3x4 e, havendo significancia a 5% de probabilidade pelo teste F, comparou-se
as meédias dos tratamentos por meio do teste de agrupamento de Scott-Knott, a
5% de probabilidade. Essas analises estatisticas foram realizadas por meio do
programa SISVAR (FERREIRA, 2000).

A indexacao biologica foi feita pelo método de dupla enxertia, inoculando-
se 2 borbulhas das plantas amostradas e uma da indicadora lima acida ‘Galego’
sobre limao ‘Cravo’ em condicbes de casa de vegetacdo. Foram utilizadas 5
plantas para cada teste, acompanhados de controles positivos e negativos, de
acordo com o procedimento descrito por Carvalho et al. (1997). Os testes
biologicos foram implantados de marco a julho de 2008, e a avaliacdo dos
sintomas, como palidez ou clorose nas nervuras, foi realizada 2 meses apés a
enxertia, adotando-se 0s seguintes critérios: sintomas fracos (+) = leve palidez nas

nervuras; sintomas fortes (++) = palidez nas nervuras proporcionalmente maior;
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sintomas muito fortes (+++) = suberizacao e curvamento do limbo (CARVALHO et
al. 1997).

3.3. Coleta de material para analise molecular

Para cada amostragem, folhas e brotagdes jovens foram coletadas de
diferentes quadrantes da planta e compostas como uma Unica amostra, da qual
foram retirados 100 mg para extracdo dos acidos nucléicos totais. Cada amostra
foi identificada, armazenada em saco plastico e, posteriormente, acomodada em

caixa de isopor em camara fria.

3.4. Analise Molecular do Gene do Capsideo (GCP) do CTV por meio da
técnica de SSCP

Para a realizacdo da técnica de SSCP, foi feita a extracdo do RNA viral,
seguida pela sintese do DNA complementar e amplificacdo do gene da capa

protéica do virus por PCR.

3.5. Extracdo do RNA viral

O material vegetal utilizado para a extracdo do RNA viral foi obtido a partir
das cascas de brotacdes novas, de nervuras principais das folhas obtidas das
plantas dos diferentes tratamentos avaliados e de plantas controles mantidas em
casa de vegetacdo. O RNA do virus foi extraido dos tecidos por meio de ciclos de
extracdo por reagente Trizol. Esse reagente realiza a extracdo de RNA total. O
procedimento de extracédo foi feito de acordo com as instru¢des da Invitrogen para
o0 TRIZOL Reagent, com algumas modificacdes. Pesou-se de 50 a 100 mg de

tecido, que foram triturados em almofariz com auxilio de N, liquido. Em seguida,
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foi adicionado TRIZOL Reagent. As amostras foram agitadas, incubadas durante 5
min a 15 - 30 °C, e centrifugadas a 12000 x g (= rcf) por 10 min a 2 - 10 °C. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo Eppendorff e cloroférmio puro
adicionado. Novamente realizou-se a incubacdo por 3 minutos e nova
centrifugacéo. A fase aquosa nessa fase foi transferida para novo tubo Eppendorff
e 0 RNA foi precipitado adicionando-se Isopropanol. Depois de novamente
agitado, incubado e centrifugado, o sobrenadante foi dispensado e o RNA lavado
com etanol 75%. Centrifugou-se e o sobrenadante foi descartado. O RNA foi
deixado para secar, sendo em seguida dissolvido em 50 pL de H,O. O material

obtido foi estocado a -20 +/- 10 °C até ser utilizado.

3.6. Sintese de DNA complementar (cDNA) pela transcriptase reversa

O RNA viral extraido serviu de molde para a sintese da primeira fita de
cDNA do gene da capa protéica do capsideo (GCP) de acordo com o
procedimento descrito por Sambrook et al. (1989). As reacfes foram feitas para
um volume de 20ul contendo: agua mili-Q autoclavada, tampao 5X Buffer da
MuMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Reverse Transcriptase), DTT, dNTP,
Random primer (Gibco-BRL), RNAout (Gibco-BRL), MuMLV-RT (Reverse
Transcriptase) e dsRNA. A sintese foi realizada em aparelho termociclador, a uma

temperatura de 37°C, por um periodo de duas horas.

3.7. Amplificacdo do gene da proteina do capsideo (GCP) por meio da PCR

A amplificacdo do gene da capa protéica por meio da PCR seguiu o
procedimento descrito por Sambrook et al. (1989), com algumas modificacbes. O
GCP foi isolado e amplificado por meio da reacao da polimerase em cadeia (PCR -
Polymerase Chain Reaction) com o uso de dois primers especificos: CN119
(5’AGA TCT ACC ATG GAC GAC GAA ACA AAG 3’) e CN120 (5GAA TTC GCG
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GCT CAA CGT GTG TTA AAT TTC C 3’), derivados do haplétipo T36 da Florida.
As reacOes foram feitas para um volume de 25l contendo: agua mili-Q
autoclavada, tampdo T10X (200 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM HCI, MgCLy),
dNTP, CN119, CN120, Taqg DNA Polymerase e cDNA. A amplificagéo foi realizada
em aparelho termociclador programado apropriadamente para 39 ciclos.
Alternativamente, podem ser utilizados outros pares de primers para detecgcédo do
CTV. O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose a 0,8% e fotografado

em fotodocumentador sob luz ultravioleta (UV).

3.8. Analise de SSCP

As analises SSCP foram realizadas de acordo com a metodologia usada
por Corazza-Nunes et al. (2001, 2006). Do produto de amplificacdo do GCP
purificado foram utilizadas aliquotas posteriormente misturadas com igual volume
de solucado desnaturante (95% de formamida, 2 mM de EDTA, e 0,05% de azul de
bromofenol). O GCP desnaturado foi submetido a eletroforese em gel néo
desnaturante de poliacrilamida a 25 °C por um periodo de 16 horas. O gel foi
corado com nitrato de prata de acordo com a metodologia descrita por Beidler et
al. (1982) e fotografado sob luz UV.

As analises moleculares do gene da capa protéica (GCP) do Citrus
Tristeza Virus foram conduzidas no Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo
de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada (NBA), pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Estadual de Maringa.

O estudo dos perfis eletroforéticos da analise SSCP foi conduzido por
meio de observacdes do numero e posicdo das bandas. Foram estabelecidas
comparacdes entre os isolados de CTV obtidos das plantas da mesma cultivar,
entre cultivares, com o isolado controle fraco ‘Péra IAC’, e entre controles fortes

‘Capao Bonito’ e ‘Barao B’, nas diferentes regides.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagdo da sintomatologia induzida pelo CTV

A avaliacdo dos pomares experimentais instalados nos municipios de
Cordeir6polis e Cajobi revelou que, de um modo geral, as plantas de todos os
clones, independente do tratamento, apresentaram um desempenho satisfatério
em relagdo a tristeza, como indicam as notas de zero a um, atribuidas a
sintomatologia da doenca nas plantas (QUADROS 2 e 3).

Os resultados da andlise da intensidade de caneluras e indexacao
biolégica sugerem que as plantas dos diferentes clones estdo infectadas por
isolados fracos a moderados de CTV, em ambos os tratamentos nessas regides.
Como pode ser observado no Quadro 2, as notas mais altas de intensidade de
caneluras foram 2,0, 2,3 e 2,7, atribuidas a uma ou duas das repeticdes de cada
clone nos respectivos tratamentos no pomar do municipio de Cordeirépolis, com
excecdo do clone IAC original, para o qual foram atribuidas notas de caneluras de
0 a 1,3 nas 3 repeticbes. No entanto, muitas dessas plantas apresentaram
sintomas muito leves de palidez de nervuras pelo método de indexacao biolégica.
O inverso também foi observado, isto €, plantas com baixas notas de caneluras,
porém com maior intensidade de clorose das nervuras (++) pelo teste de
indexacdo bioldgica.

No experimento de Cajobi as notas de intensidade de canelura variaram
de zero a um, sendo que somente os isolados das amostras 50, 61, 62, 69 e 72,
clones de ‘IAC’, ‘IAC MP’ e ‘IAC 2000 MP’, induziram alguns sintomas mais
pronunciados de palidez nas nervuras das folhas da planta indicadora no teste
biolégico (QUADRO 3).

32



Quadro 2: Notas de sintomas de tristeza no porte da planta, intensidade de

caneluras e teste biol6gico no experimento do municipio de Cordeirépolis

Amostra Clone Péra Bloco Sintomas Caneluras Indexacgéo
Gerais biolégica
de
tristeza*
1 IAC BL I 0 1 +
2 IAC BL IV 0 0 +
3 IAC BL VI 0 1,3 ++
4 IAC MP BL I 0 2 +
5 IAC MP BL IV 0 0,3 ++
6 IAC MP BL VI 0 1 +
7 IAC 2000 BL I 0 2,3 +
8 IAC 2000 BL Il 0 1 +
9 IAC 2000 BL VI 0 0 ++
10 IAC 2000 MP BL Il 0 2 +
11 IAC 2000 MP BL I 0 1,3 +
12 IAC 2000 MP BL V 0 0,7 +
13 Olimpia BL Il 0 2 ++
14 Olimpia BL IV 0 0 +
15 Olimpia BLV 1 2,7 +
16 Olimpia MP BL 1l 0 0,7 +
17 Olimpia MP BL IV 0 1 +
18 Olimpia MP BLV 0 2 +
19 Ipiguéa BL Il 0 1 ++
20 Ipiguéa BL IV 0 1 +
21 Ipiguéa BL VI 0 2 +
22 Ipigud MP BL I 0 0,3 ++
23 Ipigud MP BL VI 0 1 +
24 Ipigud MP BLV 0 2 +

Sintomas fracos (+) = leve palidez nas nervuras; sintomas fortes (++) = palidez

nas nervuras proporcionalmente maior; sintomas muito fortes (+++) = suberizacdo e

curvamento do limbo.
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Quadro 3: Notas de sintomas de tristeza no porte da planta, intensidade de

caneluras e teste bioldgico no experimento do municipio de Cajobi

Amostra| Clone Péra Bloco/Planta  Sintomas  Caneluras Indexacao
gerais de Nosramos bioldgica
tristeza
49 IAC BLII-PL2 0 1 +
50 IAC BLII-PL1 0 1 +
51 IAC BLV-PL2 0 1 ++
52 IAC MP BLII-PL2 0 0,7 +
53 IAC MP BLIV-PL2 0 0 ++
54 IAC MP BLV-PL1 0 0,3 +
55 IAC 2000 BLII-PL1 0 0 ++
56 IAC 2000 BLIII-PL2 0 0 +
57 IAC 2000 BLV-PL1 0 0 +
58 IAC 2000 MP BLII-PL2 0 1 +
59 IAC 2000 MP BLIV-PL2 0 0 ++
60 IAC 2000 MP BLV-PL1 0 0,7 ++
61 Olimpia BLIII-PL1 0 0 +
62 Olimpia BLII-PL2 0 0 +
63 Olimpia BLV-PL1 0 1 +
64 Olimpia MP BLII-PL2 0 0,3 +
65 Olimpia MP BLIV-PL2 0 0 +
66 Olimpia MP BLV-PL1 0 1 +
67 Ipigua BLII-PL2 0 0,3 +
68 Ipigua BLIII-PL1 0 1 +
69 Ipigua BLV-PL1 0 0,3 +
70 Ipigua MP BLII-PL2 0 0,3 +
71 Ipigua MP BLIV-PL2 0 0 +
72 Ipigua MP BLV-PL1 0 0,7 +

Sintomas fracos (+) = leve palidez nas nervuras; sintomas fortes (++) = palidez

nas nervuras proporcionalmente maior; sintomas muito fortes (+++) = suberizacdo e

curvamento do limbo.
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Na avaliacao visual das plantas do pomar instalado em Capé&o Bonito as
notas para tristeza variaram de 1 a 4, apontando para a ocorréncia de isolados
severos de CTV infectando plantas de todos os clone e tratamentos (QUADRO 4).
As menores notas foram atribuidas a algumas das repeticdes do clone de IAC e
IAC 2000 original e microenxertado pré-imunizado, sendo que todas essas plantas
também apresentaram baixa intensidade de caneluras e leve palidez das nervuras
no teste bioldgico, com excec¢do, para esse ultimo requisito, das amostras 37 e 39,
cujos isolados induziram forte reacao na planta indicadora.

Todavia, algumas plantas, como as de namero 32, 34, 35, 37 e 48, que
receberam altas notas na avaliagdo visual da tristeza no pomar, apresentaram
baixa intensidade de caneluras nos ramos amostrados e fraca reacdo de seus
isolados em lima acida ‘Galego’. Esses resultados podem sugerir que alguns
isolados severos presentes nessas plantas ndo induzem sintomas de caneluras ou
clorose nas nervuras na indicadora ‘Galego’. Por outro lado, como considerado por
Powell et al. (1999) e Ferguson e Garnsey (1993), arvores com acentuados
sintomas de ananicamento e clorose nas folhas podem ter o crescimento e
desenvolvimento vegetativo afetados por outros fatores, além do CTV. Além disso,
as baixas notas de caneluras atribuidas a essas plantas ndo significam que
isolados severos que induzem esse sintoma nao estejam presentes nessa regiao,
pois, como descrito por Powell et al. (1999), muitas plantas infectadas por isolados
severos nao expressam sintomas de caneluras por varios anos.

A ocorréncia de notas maiores para o aspecto geral das plantas dos
diferentes clones da variedade de laranja Péra no municipio de Capéao Bonito esta
de acordo com os estudos realizados por Tedfilo Sobrinho et al. (2001), que
também atribuiram altas notas de tristeza as cultivares de ‘Péra’ nos tratamentos
presentes nas regides Sul e Sudoeste do Estado de Sdo Paulo, abrangendo os
municipios de Capéao Bonito e Itapetininga.

No entanto, a maioria das plantas da cultivar Ipigua, amostradas no
municipio de Itapetininga, exibiu sintomas moderados de tristeza na observacéo
visual do pomar, baixa intensidade de caneluras nos ramos, e fraca reacdo em
Galego, independente do tratamento (QUADRO 5).
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Assim como as notas atribuidas aos sintomas de tristeza das plantas nos
pomares, as comparacdes estatisticas da producdo e qualidade dos frutos
demonstram que as plantas das diferentes cultivares, instaladas em Capéao Bonito,
apresentaram desempenho inferior, diferindo significativamente daquelas
instaladas nos pomares das regides Noroeste e Central, com excec¢ao dos clones
da cultivar ‘IAC 2000, que exibiram médias de producdo e qualidade dos frutos
mais proximas as plantas da mesma cultivar nas outras regides (QUADRO 6).

Estudo conduzido por Roistacher et al. (1987) sugere que as diferencas
entre regides em relacdo a sintomatologia da tristeza desenvolvida pelas plantas
podem ser devidas a fatores edafocliméticos. Altas temperaturas, por exemplo,
podem inibir sintomas severos da doenca pela inativacdo do virus, enquanto
temperaturas mais baixas tendem a acentuar os sintomas.

O mapa climéatico da Figura 4 aponta para uma pequena diferenca nas
meédias de temperatura das regides estudadas, calculadas a partir dos registros
dos anos de 2004 a 2007. Como pode ser observado, a média mais baixa de
temperatura foi obtida dos registros da regido Sul, onde se localizam os
municipios de Capao Bonito e Itapetininga. Embora a diferenca entre as médias
seja pequena, os dados obtidos condizem com a hipotese de que temperaturas
menores induzem sintomas mais acentuados de tristeza (MULLER et al., 1993).
Provavelmente, a pequena diferenca entre as médias foi suficiente para influenciar
no patossistema planta/virus, principalmente nos pomares experimentais
instalados no municipio de Capao Bonito.

Outra possivel causa do menor desempenho das plantas do experimento
instalado nesse municipio, em relacdo ao CTV, reside no prevalecimento de
isolados severos, que constituem o complexo ‘Capao Bonito’, exercendo pressao
sobre isolados fracos do virus (MULLER et al 1999).
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Quadro 4: Notas de sintomas de tristeza no porte da planta, intensidade de

caneluras e teste bioldgico no experimento do municipio de Capé&o Bonito

Amostra | Clone Péra Bloco Sintomas  Caneluras Indexacgéo
gerais de nos ramos biol6gica
tristeza
31 IAC BL IV 2 0,3 +
32 IAC BL VII 3 0,7 +
33 IAC BL VIl 2 2 ++
34 IAC MP BL IV 3 0,3 +
35 IAC MP BL VI 2 0,7 +
36 IAC MP BL VIl 3 0,3 +
37 IAC 2000 BL IV 2 1,7 +++
38 IAC 2000 BL VI 2 0,3 +
39 IAC 2000 BL VIII 2 1,7 +++
40 IAC 2000 MP BL IV 3 0 +
41 IAC 2000 MP BL VI 1 0 +
42 IAC 2000 MP BL VIII 3 2,3 +
43 Olimpia BL IV 4 0,7 +
44 Olimpia BL VI 3 0 +
45 Olimpia BL VIII 3 2,7 ++
46 Olimpia MP BL IV 4 1 +++
47 Olimpia MP BL VI 3 1 ++
48 Olimpia MP BL VIII 4 0 +

Quadro 5: Notas de sintomas de tristeza no porte da planta, intensidade de

caneluras e teste bioldgico no experimento do municipio de Itapetininga

Amostra Clone Bloco Sintomas Caneluras Indexacgéo
Péra gerais de  nos ramos biolégica
tristeza

25 Ipigua BL Il 3 0,3 +

26 Ipigua BL IV 2 1,7 +

27 Ipigua BL VI 2 1 +

28 Ipigua MP BL Il 2 0 +

29 Ipigua MP BL IV 2 0,3 +

30 Ipigua MP BL VI 2 0,3 +

Sintomas fracos (+) = leve palidez nas nervuras; sintomas fortes (++) = palidez

nas nervuras proporcionalmente maior; sintomas muito fortes (+++) = suberizagcdo e

curvamento do limbo.
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OTemperatura Maxima BTemperatura Minima

Temperatura (°C)

Cajobi Cordeiropolis Capao Bonito e
[tapetininga

Localidades

Figura 4: Média geral dos 4 anos analisados em cada municipio (fonte: Ciagro).
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O Quadro 6 indica comparacdes entre clones originais e respectivos
microenxertados pré-imunizados de uma mesma cultivar, e entre cultivares, dentro

da regiao.
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As cultivares, Ipigua, Olimpia, IAC e IAC 2000 destacam-se por
apresentarem alta produtividade e boa qualidade dos frutos. No entanto, para 0s
clones amostrados no presente estudo dessas cultivares, houve grande diferenca
de desempenho de acordo com a regidao de implantacdo. Em relacdo aos dados
de producéo, as andlises ndo indicaram diferencas entre os clones das diferentes
cultivares e tratamentos nos municipios de Cajobi e Cordeirdpolis. No municipio
de Capédo Bonito, porém, a cultivar IAC 2000, em ambos os tratamentos,
destacou-se significativamente em relacdo as demais, apresentando um maior
desempenho em relacdo a producdo. De um modo geral, as cultivares que se
destacaram na producdo em relacdo as demais foram, em ordem decrescente,
‘Ipigud’, ‘IAC 2000’, ‘IAC’ e ‘Olimpia’, para ambos os tratamentos (QUADRO 7).

Da mesma maneira que ocorreu nas analises de vigor das plantas, as
comparacdes estatisticas quanto a qualidade dos frutos demonstraram grande
semelhanca entre as cultivares em Cajobi e Cordeirépolis, em ambos os
tratamentos (QUADROS 6 e 7). Generalizando, os valores obtidos para o teor de
sélidos soluveis estdo abaixo da média esperada para a laranja ‘Péra’, que é de
2,5 Kg/caixa (FIGUEIREDO, 1991). Da mesma forma, um indice de acidez maior
esta relacionado aos frutos menores, sendo comumente observada a producéo de
frutos menores como um sintoma de tristeza nas plantas afetadas por isolados
mais severos (MULLER, 1993). A relacédo tamanho do fruto/acidez condiz com os
dados do Quadro 6.

O Quadro 7 ilustra as principais caracteristicas observadas em plantas
afetadas por tristeza. As comparacdes nesse quadro indicam a producao, relacédo

A/L, rendimento do suco e frutos por caixa entre as cultivares, de forma geral.
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Quadro 7: Valores médios para os dados de producao, relacéo altura/largura,
rendimento de suco e frutos por caixa de clones de laranja ‘Péra’ em 3

regides do Estado de S&o Paulo.

Clone Producgéo A/L Rd. Suco Frutos/caixa
Olimpia 31,67 a 1,04 a 47,84 a 346,45 c
Olimpia MP 35,76 a 1,02 a 48,88 a 366,58 ¢
IAC 4551 b 1,06 b 52,84 b 293,95 b
IAC MP 4597 b 1,06 b 50,78 b 299,20 b
IAC 2000 45,32 b 1,07 b 51,55b 260,91 a
IAC 2000 MP 47,80 b 1,08 b 51,92 b 246,37 a
Ipigua 58,73 b 1,06 b 52,64 b 293,45 b
Ipigua MP 68,14 b 1,07 b 51,70 b 301,25 b

CV:1465% CV:280% CV:7,21% CV: 16,83%

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade

As analises estatisticas do Quadro 6 demonstram que a producdo da
cultivar Olimpia foi semelhante nos municipios de Cajobi e Cordeiropolis, tanto
para o isolado original de CTV quanto para microenxertado pré-imunizado com o
PIAC. As plantas dessa cultivar, localizadas em Capé&o Bonito, tiveram as maiores
notas para sintomas de tristeza, em ambos os tratamentos, o que refletiu na
gualidade dos frutos e na producéo (15,4 kg/planta para original, e 12,3 kg/planta
para microenxertada), diferindo estatisticamente das outras regides quanto a
esses parametros. O peso por fruto foi maior em Cajobi (148,3 g para clone
original e 155,7 g para microenxertado), seguido por Cordeiropolis (120,9 g para
original e 125,6 g para microenxertado). As plantas de Olimpia no pomar de
Capao Bonito apresentaram o pior desempenho nesse quesito, tendo o clone
microenxertado se diferenciado ainda mais com menor peso do que o original (85
g e 103 g, respectivamente). Para altura e largura do fruto, Cajobi e Cordeirépolis
tiveram os clones originais e micro enxertados com valores semelhantes, acima de

6 cm de altura e largura, dimensdes consideradas satisfatorias para o mercado de
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frutas frescas. Capao Bonito, com menor indice, teve o tamanho do fruto abaixo
de 6 cm de altura e largura, dimenséo considerada insatisfatoria (DOMINGUES et
al. 1999).

Para rendimento de suco, os clones dessa cultivar apresentaram melhor
produgcdo em Cajobi (53,47% para o clone original e 54,11% para MP). No
entanto, na média geral, Olimpia foi a cultivar que menos produziu (QUADRO 7).
De acordo com Figueiredo (1991), a variedade Péra produz frutos com alto teor de
suco, com média de 52% de rendimento, acima de outras variedades que
apresentam média de 40 a 45% (DOMINGUES et al. 1999). Para brix ndo houve
diferenca entre os clones de todas as regides e tratamentos. Para acidez, os frutos
das plantas amostradas possuem niveis de 0,6 a 0,9%, conseguindo maiores
valores de solidos soluveis. Para as variedades normalmente processadas, as
taxas de ratio normalmente variam de 6 a 20 durante a maturagéo, sendo ideal a
faixa de 11 a 14 para a industrializacdo (DOMINGUES et al. 1999). Em relagcédo ao
namero de frutos por caixa, novamente, as plantas de Cajobi e Cordeiropolis ndo
diferiram, apresentando um valor menor, devido ao maior tamanho dos frutos. Em
Capao Bonito as plantas de Olimpia apresentam um maior nimero de frutos por
caixa que os demais (419 frutos/ caixa para original, e 508, 37 para
microenxertado pré-imunizado), sendo também, essa cultivar, a que apresentou
maior numero de frutos por caixa na média geral (QUADRO 7).

Para a cultivar ‘Péra IAC’ as producbes em Cajobi (55,41 kg/planta para
original e 54,69 kg/planta para MP) e Cordeiropolis (53,27 kg/planta para original e
59,53 kg/planta para MP) néo diferiram entre si, enquanto os clones instalados no
municipio de Capédo Bonito apresentaram menores rendimentos (27,84 kg/planta
para original e 23,69 kg/planta para MP). Para peso, largura e frutos por caixa, as
plantas cultivadas em Cajobi e Cordeirépolis novamente foram superiores as de
Capao Bonito, nos dois tratamentos. Para rendimento de suco, brix e sélidos
soluveis por caixa, ndo houve diferencas entre os clones, independente da regido.
Os frutos das plantas amostradas indicaram acidez com niveis de 0,6 a 0,9%, e
ratio na faixa de 11 a 14. Para rendimento de suco, os clones dessa cultivar

produziram uma média aproximada de 54% para original e 52% para

43



microenxertado em Cajobi e Cordeiropolis, e média de 48,9% para original e
46,8% para MP em Capéo Bonito.

A cultivar IAC 2000 n&o apresentou diferenca significativa em qualquer um
dos itens avaliados, quando teve seu rendimento comparado entre regides pela
analise de qualidade dos frutos e producdo (45,3 kg/planta para original e 47,8
kg/planta para MP). Os frutos das plantas amostradas indicaram acidez com niveis
de 0,6 a 0,9%, e ratio na faixa de 11 a 14. Para rendimento de suco, os clones
dessa cultivar foram melhor em Cajobi (53% para original e 52% para
microenxertado). Nas regides de Cordeirépolis e Capdo Bonito, a média foi de
50,8% para original e 51,5% para MP. Comparado os dados de qualidade dos
frutos com as demais cultivares, indica ser a que melhor se adapta as condi¢des
de Capéao Bonito, condizendo com as analises sintomatoldgicas.

Os clones originais e microenxertados pré-imunizados da cultivar ‘Ipigud’
no experimento de Itapetininga obtiveram rendimento superior as demais
cultivares de todas as regides, destacando se pela alta producéo (85,26 kg/planta
para original e 96,57 kg/planta para MP), mesmo com notas mais altas na
avaliacdo visual da sintomatologia da tristeza em relacéo as plantas das regifes
Noroeste e Central. Pela producédo geral, ndo houve diferenca significativa entre
as cultivares ‘IAC’ e ‘IAC 2000 (QUADRO 7). Provavelmente, o melhor
desenvolvimento vegetativo e producédo da Péra Ipigua em Itapetininga devem-se
ao alto investimento no manejo da cultura pela empresa administradora desse
pomar experimental. Nos itens altura do fruto, rendimento de suco, brix e solidos
soluveis por caixa, ndo houve diferencas entre os clones nas diferentes regides.
No item ratio, somente o clone original de Péra Ipigua em Itapetininga diferiu,
tendo valor médio de 15,76. Para rendimento de suco, de maneira geral, os clones
dessa cultivar produziram numa faixa de 52% para original e 51% para

microenxertado pré-imunizado.
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4.2. Caracterizacdo Molecular dos isolados de CTV por meio da Analise
SSCP

Em todos os perfis eletroforéticos dos produtos da PCR, realizada ap6s a
sintese da 1° fita de cDNA (DNA complementar), foi observado um segmento de
aproximadamente 670 pb, correspondente ao tamanho do GCP (SEKIYA et al.,
1991).

As variagdes observadas na intensidade das bandas revelam diferengas
na concentracdo dos produtos amplificados. Provavelmente, esta variacdo €
devida as diferentes concentracdes de cDNA, utilizado como molde nas reacodes
de amplificacdo (TARGON et al., 1997).

O estudo dos perfis eletroforéticos da analise SSCP foi conduzido por
meio de observacdes do numero e posicdo das bandas. Foram estabelecidas
comparacdes entre os isolados de CTV obtidos das plantas da mesma cultivar em
dois tratamentos, original e microenxertado pré-imunizado, entre cultivares, com o
isolado controle fraco ‘Péra IAC’, e entre controles fortes ‘Capao Bonito’ e ‘Barao
B’

Devido a presenca, concentracao e posicao de fragmentos em cada perfil
eletroforético, demonstrou-se que cada isolado de CTV presente nas plantas,
encontra-se constituido por uma mistura de haplétipos do virus, assim como tem
sido observado, por outros autores, nos perfis de SSCP de isolados brasileiros de
CTV (CORAZZA NUNES et al.,, 2001, 2006; CARRARO, 2003; SOUZA e
MULLER, 2006).

A analise SSCP dos produtos da RT-PCR dos isolados de CTV, obtidos
das cultivares de ‘Péra’ nos quatro pomares amostrados, mostrou, de modo geral,
a ocorréncia de distintos padrdes eletroforéticos (FIGURAS 6, 7, 8 e 9). Como
pode ser observado, variacbes nos padroes SSCP entre os isolados de CTV
infectando a variedade Péra ocorreram em todos os pomares entre tratamentos de
um mesmo clone e, em muitos casos, dentro de um mesmo tratamento. Para os
mesmos tratamentos, padrdes semelhantes entre os isolados das repeticOes

seriam esperados, uma vez que as plantas foram formadas a partir de
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propagacbes de uma mesma matriz infectada por CTV. Portanto, os padrdes
diferentes podem ser devidos a inoculagdes e alteracbes naturais ao longo da
conducéao dos experimentos.

Como pode ser observado na Figura 9, todos os perfis eletroforéticos dos
isolados de CTV que infectam as plantas do experimento instalado em
Cordeiropolis apresentaram padrées de bandas distintos aos do controle PIAC,
embora conservem a maioria de seus componentes. Os padroes SSCP dos
tratamentos ‘Péra IAC’ original (1, 2, 3) e MP (4, 5, 6) apresentaram-se bastante
similares, mesmo entre tratamentos, porém com um maior nimero de bandas
guando comparados ao perfil do controle PIAC. Perfis com grande complexidade
de bandas também foram observados nos isolados da cultivar IAC 2000 original
(7, 8, 9) e MP (10, 11, 12), sendo as trés repeticbes deste ultimo tratamento
semelhantes entre si. Similaridade de padrdo de bandas também foi observada
entre as trés repeticdes de Olimpia original (13, 14, 15), ao contrario do tratamento
MP (16, 17, 18), no qual os perfis dos isolados diferiram no numero e posigéo de
algumas bandas intermediarias. Na cultivar Ipigua, semelhancas entre padrdes
foram identificadas entre as amostras 19 e 21 do tratamento original (19, 20, 21) e
entre a amostra 22 do tratamento MP (22, 23, 24).

De um modo geral, padroes semelhantes foram observados nas amostras
7, 10, 11, 12, 16, 22, que apresentaram 0s principais componentes do perfil
eletroforético do controle Péra IAC. O segundo grupo, constituido pelas amostras
2,4,5,6,8,9, 13, 14, 15, 19, 21 e 23, diferiu dos perfis eletroforéticos do primeiro
grupo e do controle Péra IAC pela presenca de uma ou mais bandas fracas
intermedidrias. A maioria das plantas de todas essas cultivares apresentaram,

pela andalise da sintomatologia, um bom desempenho em relagéo a tristeza.
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Figura 5: Padrdes eletroforéticos dos isolados controles ‘Péra IAC’, ‘Capé&o Bonito’ e

‘Barao B’, respectivamente, obtidos pela técnica de SSCP.
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Figura 6.1: Padrdes eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

110

nas plantas do municipio de Cordeirépolis, com respectiva sintomatologia.
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Figura 6.2: Padr@es eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas do municipio de Cordeir6polis, com respectiva sintomatologia.
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Figura 6.3: Padr@es eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas do municipio de Cordeiropolis, com respectiva sintomatologia.
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A maioria dos perfis eletroforéticos de SSCP dos isolados das plantas
originais e microenxertadas pré-imunizadas de Cajobi (Figura 7), independente do
clone, exibiu o padrdo de bandas predominantes do controle fraco PIAC (Figura
5), apresentando-se, também, bastante semelhantes aos dos grupos um e dois de
Cordeiropolis. Padrbes mais distintos foram observados nas amostras 49, 51, 62,
68, 70, 71, 72 (IAC, IAC, Olimpia, Ipigud, Ipiguad MP, Ipigua MP, Ipigua MP), porém
essas plantas apresentaram sintomas fracos e moderados de tristeza.

O bom desempenho de todas as plantas dos pomares de Cordeirdpolis e
Cajobi em relacédo a tristeza sugere que, ao lado da manutencdo de componentes
do complexo protetivo, na maioria delas, isolados que induzem sintomas fracos a
moderados de tristeza estdo sendo disseminados por afideos vetores nessa
regido, com maior freqiéncia do que os fortes. Essa hipOtese pode explicar,
também, o fato de clones originais de Olimpia e Ipigua apresentarem padrdes
semelhantes ao controle IAC. Deste modo, a distribuicdo de material
mcroenxertado e pré-imunizado, independente da cultivar, e também da
variedade, constitui um beneficio pela possibilidade de diminuir gradativamente
fontes de indculos severos, impedindo sua dispersdo por enxertia ou pulgdes
(CARVALHO et al., 1997, 2003; MULLER, 1999).
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Figura 7.1: Padr@es eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas do municipio de Cajobi, com respectiva sintomatologia.
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Figura 7.2: Padr@es eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas do municipio de Cajobi, com respectiva sintomatologia.
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Figura 7.3: Padr@es eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas do municipio de Cajobi, com respectiva sintomatologia.

Pela andlise de SSCP, os isolados das plantas dos tratamentos de
Itapetininga diferiram do PIAC pela presenca de algumas bandas intermediéarias
(FIGURA 8). Os clones da cultivar Ipigua micro enxertados pré-imunizados, 28, 29
e 30, diferiram dos clones originais, 25, 26, 27, pela presenca de bandas mais
fracas na regido central do perfil eletroforético. Os clones originais foram os que
apresentaram perfis de bandas mais proximos ao do controle PIAC. A correlacéo
com os resultados observados para as plantas indica que houve a estabilizacéo de
um complexo com novo padrdo molecular, devido a uma possivel competicao
entre os diferentes haplotipos do virus. A manutencéo da capacidade protetiva do
isolado utilizado na pré-imunizacdo pode ser comprovada com a alta producéo
(QUADRO 6). Embora o complexo tenha se estabelecido em novas conformacdes,
0 conjunto de haploétipos presente na planta ndo permitiu que variantes severos,

predominantes nessa regido, sobrepujassem a protecao.
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Figura 8: PadrGes eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas de ‘Péra Ipigua’ do municipio de Itapetininga, com respectiva sintomatologia.

Como podemos observar nos perfis eletroforéticos do GCP dos isolados
do experimento de Capao Bonito (FIGURA 9), nenhum dos padrdes de bandas
apresentaram-se idénticos ao do controle PIAC. Apesar de conservarem 0S
componentes principais do isolado protetivo, todas as repeticdes do clone ‘Péra
IAC’ original (31, 32 e 33) e do clone ‘Péra IAC’ MP (34, 35, 36) exibiram
acréscimo de bandas superiores e intermediarias, ou auséncia de uma das
bandas inferiores, apresentando padrdes similares entre si. Os padrdes
eletroforéticos das repeticbes do clone ‘Péra IAC 2000’ original (37, 38, 39)
apresentaram-se bastante similares e diferiram do controle pela a auséncia de
uma das bandas inferiores, mantendo, porém os demais componentes. No
tratamento MP desse clone, o perfil da amostra 41 apresentou-se mais proximo ao
do controle, ocorrendo um acréscimo de bandas além dos componentes principais
do PIAC, nas amostras 40 e 42. Padrbes distintos ao PIAC foram também
observados na maioria das repeticbes de Olimpia original e MP, sendo o perfil da
amostra 48 mais similar ao controle. A alteracdo dos padrdes eletroforéticos em
todos os clones e tratamentos desse experimento, principalmente pelo acréscimo
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de bandas, sugerem a adicdo de novos haplétipos de CTV, constituindo outras
combinagdes.

Alguns dos isolados dos clones de plantas presentes nesse pomar, tanto
originais quanto microenxertadas pré-imunizadas, independente da cultivar,
apresentaram, em seus perfis eletroforéticos, os componentes principais do perfil
do controle forte ‘Capéao Bonito’ (31, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44 e 47), com
acréscimo ou auséncia de uma ou outra banda superior ou intermediaria (FIGURA
9).

De acordo com a avaliacdo da sintomatologia, essas plantas
apresentaram sintomas moderados a fortes de tristeza na observagdo do pomar,
porém, baixa intensidade de caneluras e fraca reagdo em ‘Galego’ (QUADRO 4).
Por outro lado, de um modo geral, a producéo dos clones de todas as cultivares foi
menor nessa regidao (QUADRO 6). Os dados do aspecto geral das plantas no
pomar, producdo e SSCP, sugerem que haplétipos do complexo severo ainda
estdo sendo disseminados por afideos vetores nessa regido, constituindo novas
combinacdes.

Um dos principais sintomas induzidos pelos componentes do complexo
Capao Bonito € a presenca de grande numero de caneluras superficiais. Assim, as
baixas notas atribuidas a esse carater podem sugerir que as novas combinacdes
de haplétipos de CTV presentes nessas plantas ndo estdo induzindo sintomas de
canelura, apesar de afetar a producdo, o0 crescimento e desenvolvimento
vegetativo de algumas delas.

Dessa forma, por meio da técnica de SSCP e sintomatologia, pode-se
afirmar que o isolado PIAC ndo apresenta a mesma estabilidade na regido, e que
isolados fortes de CTV estéo infectando algumas dessas plantas. Por outro lado,
padroes SSCP semelhantes entre plantas com caneluras fortes, e entre plantas
com sintomas fracos ou moderados de caneluras, foram constatados por Corazza-
Nunes et al. (2006) em plantas de pomelos. Nesse contexto, ressalta-se a
necessidade de maiores estudos nas avaliacbes da correlacdo de padrbes

moleculares com sintomatologia.
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Figura 9.1: Padrbes eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas do municipio de Capao Bonito, com respectiva sintomatologia.
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Figura 9.2: Padrbes eletroforéticos obtidos pela técnica de SSCP dos isolados presentes

nas plantas do municipio de Capéo Bonito, com respectiva sintomatologia.
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Os dados de diversidade dos padr6es de bandas nos perfis eletroforéticos
podem sugerir, também, que a distribuicdo de variantes do virus na hospedeira
pode ser alterada durante a sua transmissao por enxertia e pelo afideo, ou mesmo
durante a infeccdo sistémica. Segundo Ayllon et al. (2006), novas conformacdes
podem ser obtidas entre sequUéncias recombinantes de RNAs homdlogos,
influenciando na diversidade genética e bioldgica do virus. Outros fatores como as
condicdes ambientais, populacdes de afideos, mudancas climaticas globais,
microclimas, tipos de solo, vegetacdo nas cercanias da propriedade, e mesmo
praticas culturais das diferentes areas, podem ter contribuido para estruturar as
populacdes de CTV.

Apesar das variacOes observadas nos padroes SSCP e poucos sintomas
de caneluras em ramos de plantas do grupo ‘Péra’ (MULLER et al., 2005), o
complexo PIAC continua sendo indicado em programas de pré-imunizacdo de
variedades de laranja doce. Devido a ampla distribuicdo e alta eficiéncia do T.
citricida Kirk, a tristeza é endémica no Brasil e as plantas sdo expostas ao contato
com o CTV em menor ou maior espaco de tempo (MULLER e COSTA, 1991). A
estratégia de pré-imunizacdo também garante a difusdo e eventual dispersao por
afideos, nos futuros pomares, de complexos ou variantes mais brandos e com
pouco desenvolvimento de sintomas de tristeza, contribuindo assim para a
reducado da pressao por complexos severos de CTV. (CARVALHO et al, 2001).

A principal limitacdo da analise por SSCP é que diferencas ndo podem ser
guantificadas em termos de distancia genética entre fragmentos de DNA
correspondentes (RUBIO et al.,, 2001). Ela ainda mostra somente uma
caracteristica qualitativa da variacdo. Pequenas mutacfes na regido de priming no
RT-PCR (com primers derivados da sequiéncia consenso do T36) podem excluir
variantes, permitindo uma subestimacao das variacdes, assim como acontece com
sequéncias variantes indistinguiveis num perfil. No entanto, estudos conduzidos
por Rubio et al. (2001), nos quais foram usados seqtienciamentos de clones em
cima desses perfis indistinguiveis, mostram que a técnica de SSCP ainda é um

método muito eficiente, pois as variacdes obtidas sdo minimas.
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Analisando-se a complexidade e tamanho do genoma do CTV, h&
inUmeras possibilidades de alteragfes genéticas. Como demonstrado por Ayllon et
al. (2006), ap0Gs propagacdes com troca de hospedeiro, 0 mesmo isolado pode se
diferenciar nas novas plantas. Esses dados podem explicar as diferentes
combinacdes de haplotipos nas cultivares, apds a microenxertia e pré-imunizagao.
Isto significa que pode ocorrer especificidade entre variantes no complexo CTV e a
cultivar hospedeira (SOUZA et al., 2000).

Dessa forma, estudos da estabilidade de isolados do CTV em plantas
matrizes em diferentes condicbes ambientais tornam-se relevantes para
monitoramento da estabilidade da protecdo cruzada e, potencialmente, para a
selecdo de complexos mais estaveis que oferecam melhor protecdo contra

complexos severos do CTV.
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5. CONCLUSOES

Os dados referentes a sintomatologia, producdo e teste bioldgico
revelaram que as plantas instaladas nos pomares dos municipios de Cajobi e
Cordeirdpolis, regido Noroeste e Central do Estado de Sdo Paulo, com médias
mais altas de temperatura, apresentaram melhor desempenho em relacdo a

tristeza.

Plantas com sintomas mais severos de tristeza foram identificadas no
pomar do municipio de Capao Bonito, localizado na regido Sul do estado. Essa
regido apresentou temperatura média mais baixa do que as outras regides
estudadas, sugerindo uma correlacdo entre sintomas severos de tristeza e

decréscimo de temperatura.

Sugeriu-se que o fato de plantas instaladas no municipio de Itapetininga,
também sob influéncia de temperaturas mais baixas apresentarem um
desempenho satisfatorio em relacéo a tristeza, seja devido ao alto investimento da

empresa administradora desse pomar experimental.

Dentre as cultivares da regido Sul, afetadas pela tristeza, a cultivar ‘Péra
IAC 2000’ apresentou melhores resultados em relagao a produgao e qualidade dos

frutos.

Os clones originais e respectivos clones microenxertados pré-imunizados
de cada cultivar apresentaram comportamentos semelhantes em relacdo a

sintomatologia da tristeza dentro de uma mesma regiao.

A analise de SSCP revelou que, apesar da mudanca do perfil original, a
capacidade protetiva do virus fraco utilizado na pré-imunizacdo foi mantida nos
pomares dos municipios de Cajobi e Cordeiropolis, regides noroeste e central do

estado, com a maioria das plantas apresentando um perfil semelhante ao PIAC.
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Padroes de SSCP semelhantes entre plantas com fortes sintomas de
caneluras e plantas com sintomas fracos ou moderados ressaltam a necessidade
de maiores estudos da correlacdo de padrdes moleculares com sintomatologia,

talvez sendo necesséria a utilizagdo de um maior nimero de amostragens.
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