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RESUMO

Gongalves, A.P.; Santos, K.S.; Silva, C.C.; Novaes, T.G.; Molina, R.O. Identifica¢@o de isolados de Citrus tristeza virus (CTV) protetivos para
Citrus sinensis (L.) Osbeck. Summa Phytopathologica, v.44,n.1, p.17-22, 2018.

O Citrus tristeza virus (CTV) causa significativas perdas na produtividade
de laranja doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e seu controle tem sido realizado
principalmente com a premunizagdo. O trabalho teve como objetivo analisar
a variabilidade de isolados fortes e fracos de CTV provenientes de plantas
de citros inoculadas e mantidas em casa de vegetacdo e amostras de campo,
coletadas em pomar comercial situado no municipio de Rolandia, PR. Para a
determinagao da variabilidade e diversidade genética dos isolados foi realizada
avaliacao dos sintomas e empregadas as técnicas de RT— PCR e RFLP, utilizando
os oligonucleotideos especificos HCP1/HCP2 e posterior sequenciamento dos
fragmentos amplificados. Na avalia¢@o de canelura, os isolados mantidos em
casa de vegetacdo induziram sintomas leves, com exce¢do do isolado severo

Capao Bonito. Os sintomas mais severos ocorreram em amostras situadas no
campo. De acordo com as analises multivariadas os isolados de CTV tendem a
se agrupar conforme a severidade dos sintomas e condi¢des ambientais as quais
foram expostas formando agrupamentos distintos entre amostras provenientes do
campo e casa de vegetacdo. O dendrograma gerado a partir do sequenciamento
dos isolados e as analises multivariadas revelaram que o isolado proveniente
da amostra “Forte Arapongas” apresentou maior similaridade com o controle
padrao forte proveniente de Capao Bonito. Os isolados identificados como
fracos e provenientes das amostras Péra IAC e Rolandia 5 apresentaram maior
similaridade. Pode-se aferir que plantas hospedeiras mantidas em campo
possuem maior variabilidade de isolados.

Palavras-chave: Citros. Caneluras. Diversidade genética. Isolados fraco. Isolados forte.

ABSTRACT

Gongalves, A.P.; Santos, K.S.; Silva, C.C.; Novaes, T.G.; Molina, R.O. Identification of protective isolates of Citrus tristeza virus (CTV) for Citrus

sinensis (L.) Osbeck. Summa Phytopathologica, v.44, 1.1, p.17-22, 2018.

Citrus tristeza virus (CTV) causes significant yield losses to sweet orange
[Citrus sinensis (L.) Osbeck] and its control has been carried out especially with
premunization. The aim of this study was to analyze the variability of severe
and mild CTV isolates from citrus plants inoculated and kept in a greenhouse
and field samples collected from a commercial orchard located in the city
of Rolandia, Parana State (PR). To determine the variability and the genetic
diversity of isolates, symptoms were evaluated and the techniques RT-PCR and
RFLP were employed, using the specific oligonucleotides HCP1 / HCP2 and
subsequent sequencing of the amplified fragments. In the evaluation of stem
pitting, the isolates kept in greenhouse induced mild symptoms, except for the

severe isolate Capao Bonito. The most severe symptoms occurred in samples
located in the field. The multivariate analyses showed that CTV isolates tend to
cluster according to the severity of symptoms and the environmental conditions
to which they were exposed, forming distinct groupings among samples from
the field and the greenhouse. The dendrogram generated from the sequencing of
isolates and the multivariate analyses revealed that the isolate from the sample
“Forte Arapongas” presented greater similarity with the severe pattern control
from Capao Bonito. The isolates identified as mild and from the samples Péra
IAC and Rolandia 5 presented greater similarity. Host plants maintained in the
field can be considered to have more variability of isolates.

Keywords: Citrus, stem pitting, genetic diversity, mild isolate, severe isolate.

Espécies de citros sdo cultivadas hd quase dois mil anos, sendo
consideradas nativas das regides tropicais ¢ subtropicais da Asia e
arquip¢lago Malaio. A citricultura brasileira ¢ a maior do mundo
sendo responsavel, nos anos de 2015/2016, por 34,91% da produgéo
mundial de laranja doce [Citrus sinensis (L.) Osbek] (25). No entanto,
os pomares de citros estao sujeitos a fatores fitossanitarios limitantes e,
entre estes, se destaca a Tristeza dos Citros, causada pelo Citrus tristeza
virus (CTV), que causa o rapido declinio das plantas afetadas (15).

O CTV pertence ao género Closterovirus, familia Closteroviridae,
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possui particulas longas e filamentosas de simetria helicoidal com
cerca de 2000 nm de comprimento e 10 a 12 nm de largura e genoma
constituido por um ssRNA (+) (4). Tem sua replicagao restrita as células
do floema e pode ser facilmente transmitido por unido de tecido, tal
como enxertia por borbulha. Na natureza, ¢ transmitido por diferentes
espécies de afideos de maneira semi-persistente, destacando a espécie
Toxoptera citricidus Kirkaldy (13) como o vetor mais eficiente do
CTV (15).

O CTV tornou-se um grande problema para o desenvolvimento
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da citricultura brasileira entre as décadas de 1930 e 1940, dizimando
cerca de dez milhdes de plantas provenientes de mudas enxertadas
em laranjeira ‘Azeda’ [Citrus aurantium (L.) Osbeck], porta-enxerto
intolerante ao virus. Os danos causados por isolados do CTV estdo
associados aos sintomas de caneluras (depressdes no lenho de ramos,
galhos e troncos), atrofiamento da planta, clorose foliar e ma formagao
de frutos. A conformagdo defeituosa, com albedo espesso, acarretara
a elevacdo da acidez e baixo teor de suco afetando a qualidade do
fruto (22).

Uma das medidas de controle mais promissoras ainda ¢ a técnica
de premunizagdo, que consiste na inoculagdo prévia das mudas de
citros mantidas em viveiros com uma estirpe de CTV que induzira
sintomas fracos e ird conferir protecdo contra a infecgdo de estirpes
severas no pomar (15).

No estado do Parana tém sido constatadas alteragdes na agdo
protetiva do CTV em decorréncia da identificagdo de estirpes severas
(5,7,26). Este fato ¢ de grande interesse uma vez que a implantagao da
citricultura no noroeste do Estado do Parana, que ocorreu em meados
de 1989, tem sido importante para o desenvolvimento da fruticultura
paranaense. Dessa forma, a técnica de premunizagdo ainda tem sido
decisiva para o seu sucesso (2, 24).

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a variabilidade
de isolados de CTV, mantidos em casa de vegetacdo e coletados
em pomares, que induzem sintomas brandos e severos em citros
visando a selegdo de isolados promissores para futuros programas de
premunizacao.

MATERIAL E METODOS

Para a realizagdo do trabalho foram analisadas amostras de plantas
de laranja doce (C. sinensis) inoculadas com isolados de CTV que, de
acordo com a severidade dos sintomas induzidos, foram classificadas
como fortes e fracos. Estes isolados foram obtidos a partir da coleg@o
de plantas de citros pertencente ao Banco Ativo de Germoplasma
do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), mantidas em casa de
vegetacdo na Estagdo Experimental de Londrina, PR. Amostras
provenientes de campo, com sintomas tipicos aos induzidos pelo CTV
foram obtidas de pomar comercial de citros situado no municipio de
Rolandia, PR (Latitude 23° 18’ 35” S e Longitude 51° 22” 09” W).

Para a classifica¢do dos isolados de CTV amostrados foi utilizado
como padrdo severo (forte) o isolado de Capdo Bonito, e como padrao
brando (fraco) foi utilizado o isolado protetivo ‘Péra IAC’, ambos
oriundos do Centro de Citricultura Sylvio Moreira pertencente a
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (CCSM/APTA).

As avaliacdes e classificagdo da severidade dos sintomas de
caneluras foram obtidas de acordo com escala de notas de 0 a 5 (6). Onde
0= nenhuma canelura, 1= raras caneluras superficiais, 2= um nimero
moderado de caneluras, 3= um numero intermediario de caneluras
entre o sintoma fraco e muito forte, 4= muitas caneluras superficiais e
algumas profundas e 5= superficie inteiramente coberta de caneluras
superficiais ou profundas. Para as analises das amostras provenientes
de casa de vegetagao, foram coletados ramos circulares lignificados de
aproximadamente 0,5 a 1,0 cm de didametro e 15 cm de comprimento.
Para as analises das amostras provenientes do pomar comercial foi
realizada a retirada do suber (casca) das plantas de citros, em forma
retangular, conhecida como ‘abertura de janela’, nas dimensdes de 10
cm de comprimento x 5 cm de largura (20).

Para a detecgdo e caracterizagdo molecular dos isolados de CTV,
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folhas sintomaticas foram submetidas a extragdo de RNA total com
TRIzol® (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante.

A detecgdo do CTV nas amostras de citros foi realizada
por ‘Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR)’ utilizando os pares de oligonucleotideos especifico
HCP1/HCP2 (5'-ATGGACGACGAAACAAAGAA-3'/5'-
TCAACGTGTGTTGAATTTCC-3"), que amplificam segmento de
aproximadamente 670 pares de bases (pb), correspondente ao tamanho
do gene da capa proteica (GCP) do CTV. O produto resultante da
amplificacdo de RNA, via RT-PCR, foi aplicado em gel de agarose
e submetido a eletroforese. Para a visualizagdo dos fragmentos,
apos eletroforese, o gel foi corado com SYBR Safe e analisado em
fotodocumentador L-PIX Molecular Imaging (Loccus).

Para caracterizar os isolados de CTV foi utilizada a técnica de
‘Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)’. Os produtos
obtidos a partir da amplificagdo em RT-PCR foram submetidos
ao processo de digestdo utilizando as enzimas Hinf 1, isolada de
Haemophilus influenzae Rf e Rsa 1, isolada de Rhodopseudomonas
sphaeroides, seguindo recomendacdes do fabricante (Invitrogen), com
posterior incubagdo a 37°C por 4 horas. Em seguida, as amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida 8% e submetidos a eletroforese
por 3 horas, a 200V e 12°C. Para a constatacdo da digestdo, o gel foi
corado com nitrato de prata.

Os padrdes e a presenga de bandas evidenciadas pelo processo de
digestdo, utilizando Hinf'I ¢ Rsa I, foram registrados como auséncia
“0” ou presenga “1”. Estes dados foram utilizados para a construgdo
da matriz binaria quando somente as bandas reprodutiveis foram
consideradas positivas. A matriz de semelhanca foi calculada usando
o coeficiente “Dice” e um dendrograma foi construido pelo método
“UPGMA” (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) por meio do software “R” utilizando os pacotes ade4 para
gerar uma matriz de similaridade por meio da fungdo dist.binary e stats,
para a fungdo hclust, a qual aplica o método de ligagdo (10). A arvore
foi gerada por analise de Bootstrap (1000 repetigdes).

Para a realizagdo do sequenciamento das amostras de CTV, os
fragmentos amplificados por RT-PCR foram transformados por meio
de células eletrocompetentes de Escherichia coli DH10B. Para a reagdo
de ligagdo e transformagdo foi utilizado o vetor do kit TOPO TA"
(Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante.

Apbs clonagem, as amostras foram submetidas ao sequenciamento.
Para a reago, utilizou-se 400ng de c-DNA obtido a partir do miniprep.
A reagdo de sequenciamento foi realizada em um volume de 20 pL,
utilizando 2 pL de Big Dye (Ready Reaction Premix — Applied
Biosystems), 2 uL de tampao (BigDye Sequencing Buffer — Applied
Biosystems) e 1 uL de cadaum dos oligonucleotideos a 3,2 pmols (M13F/
M13R) separadamente, produto de PCR amplificado e agua ultrapura
para completar o volume. A reacdo foi efetuada em termociclador (MJ
Research PTC-100), utilizando o seguinte programa: desnaturagdo a
96°C por 3 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturag@o a 96°C por
30 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C
por 1 minuto, e finalmente uma extensdo a 60°C por 4 minutos. Os
fragmentos amplificados foram precipitados seguindo recomendagio
do fabricante (Applied Biosystems). As sequencias de nucleotideos dos
isolados de CTV foram obtidas utilizando o sequenciador ABI3130xl1
pertencente ao Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade
Estadual de Londrina — Londrina, PR.

As sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas depositadas
no GenBank utilizando “BLAST Search” e avaliadas através do
programa “DNA Baser v3”. As sequéncias consenso e as depositadas
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no GenBank foram alinhadas utilizando o programa “Multialin e
Clustal W” que permitiu determinar a identidade dos isolados de
CTV. As sequéncias foram analisadas utilizando o programa “MEGA
6” pelo método Tamura 3-parameter com 1000 Bootstrap, para gerar
um dendrograma que permitiu analisar a diversidade dos isolados
amostrados (23).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos isolados de CTV obtidos de plantas de citros mantidas
em casa de vegetacao e previamente identificados pelo do CCSM/APTA
desenvolveram sintomas severos, sendo que o isolado 5, classificado
como Forte Arapongas, induziu sintomas mais severos nas mudas de
laranja “Péra” inoculadas. Os isolados fracos 217 e Péra IAC (amostras
3 e 14, respectivamente) nao induziram sintomas nas mudas de laranja
“Péra” inoculadas (Tabela 1).

O fato das plantas de citros, que serviram como fonte de indculo,
serem mantidas em casa de vegetagdo onde ¢ comum as temperaturas
internas atingirem entre as 12 as 14 h médias proximas a 50 °C (11) pode
explicar o padrdo de severidade dos sintomas nas mudas inoculadas.
A condig¢do ambiental pode causar um efeito nas plantas refletindo
na multiplicagdo do virus nos tecidos vegetais, tendo em vista que
estacdes mais frias ou quentes do ano interferem no comportamento
de severidade do isolado.

Algumas plantas mesmo estando expostas as mesmas condi¢oes de
temperatura, apresentaram sintomas mais severos de canelura. Cowell et
al. e Dodds et al. (8 ¢ 9), realizaram estudos de titulagao de estirpes de
CTYV durante o inverno e verao no campo ¢ sob condi¢des controladas.
Com isso, verificaram que nem todos os estipes de CTV sdo afetados
pela temperatura mais elevada, isso porque temperaturas altas inibem
a replicacdo do virus, mas mantém os processos de degradacao.

Nas amostras obtidas em pomar comercial situado em Rolandia-PR,
também foi possivel observar sintomas severos em 67% das amostras,
sendo as amostras 52 e 54 (Rolandia 6 e Rolandia 8, respectivamente),
aquelas que apresentaram maiores notas quanto a indugao de caneluras.

As demais amostras induziram sintomas intermediarios e apenas a
amostra 51 (Rolandia 5) ndo desenvolveu sintomas nas mudas de citros
(Tabela 1). Estudos sobre a severidade do CTV, em pomares localizados
em Rolandia-PR., ja haviam constatado a presenca de isolados que
causavam sintomas de moderado a severo em plantas de citros (5).

O fato das plantas provenientes do pomar apresentar sintomas
de caneluras mais severos pode ser explicado pelo motivo destas
se encontrarem em condi¢des de campo, o que podem favorecer o
aumento do niimero de visitas de afideos vetores e, consequentemente, a
inoculacdo de variantes mais severas de CTV provenientes de pomares
de citros adjacentes propiciando a ocorréncia de quebra de protegéo,
ou seja, variantes severos que sdo capazes de infectar plantas contendo
o isolado protetivo (22).

Com a utilizacdo da técnica de RT-PCR, foi constatada a presenga
do CTV em todas as amostras analisadas, com exce¢do da amostra 4
utilizada como controle negativo do experimento.

No processo de digestao utilizando as enzimas de restrigdo (Rsa
e Hinf ), foi possivel observar maior nimero de fragmentos quando
se utilizou a enzima Rsa 1.

O isolado Péra IAC (amostra 14), considerado um isolado fraco,
apresentou um menor nimero de fragmentos em relagao ao isolado forte
proveniente do pomar situado em Rolandia (amostra 15), considerado
severo. Quando essas amostras foram amplificadas e digeridas
com a enzima Hinf I, ndo foram observadas diferencas nos perfis
eletroforéticos. Somente foram observadas diferengas entre os perfis
das amostras coletadas em casa de vegetagdo e aquelas coletadas no
pomar comercial de Rolandia-PR, quando digeridas com a enzima Rsa I.

A difereng¢a do nimero de clivagens, quando sdo utilizadas as
enzimas Hinf I e Rsa I ¢ comum. Roy et al. (17), obtiveram uma
melhor discriminag@o entre os seus isolados quando utilizaram a
enzima Hinf I, ja Corazza-Nunes et al. (5), conseguiram resultados
melhores com a utiliza¢do da enzima Rsa 1.

Para as amostras de campo (infectadas naturalmente) foram
observadas diferencas no padrio de bandas, quando comparadas as
amostras coletadas do BAG-IAPAR. Zanutto et al. (26), estudando
isolados de diferentes regides do estado do Parana, observaram que os

Tabela 1. Avaliacdo dos sintomas de canelura em amostras de plantas de mantidas em casa de vegetacdo (BAG - IAPAR — Londrina) e de pomar

comercial situado em Rolandia-PR.

Amostras Isolados Planta indicadora Sintomas Local/Exp.
Declinio Canelura/nota

1 Capio Bonito** Péra IAC + 2 CV**#* _Londrina
3 217* Péra Bianchi - 0 CV - Londrina
4 Controle Negativo Péra IAC - 0 CV - Londrina
5 Fort. Arapongas** Péra IAC + 4 CV - Londrina
8 Forte Rolandia** Péra IAC - 2 CV - Londrina
14 Péra IAC* Péra IAC - 0 CV - Londrina
15 Forte Rolandia Péra IAC - 0 CV - Londrina
48 Rolandia 2 Péra Bianchi + | PC**** Rolandia
49 Rolandia 3 Péra Bianchi - 1 PC - Rolandia
2 Rolandia 5 Péra Bianchi ) 0 PC - Rolandia
52 Rolandia 6 Péra Bianchi + 4 PC - Rolandia
33 Rolandia 7 Péra Bianchi + 2 PC - Rolandia
34 Rolandia 8 Péra Bianchi + 5 PC - Rolandia

Legendas: *isolado fraco; **isolado forte; ***CV (casa de vegetacdo); **** PC (pomar comercial).
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perfis eletroforéticos, gerados pelas enzimas Hinf I ¢ Rsa I, indicaram
que os isolados de CTV sao constituidos por um complexo de varios
haplétipos, onde as bandas geradas nos géis de poliacrilamida dio
referéncia a presencga do niimero de haplotipos.

A analise multivariada gerada a partir do RFLP permitiu associar
a natureza molecular dos isolados com os resultados obtidos a partir
da avaliag@o sintomatologica.

De acordo com a andlise multivariada (Figura 1), foi possivel
estabelecer que os isolados de CTV formaram dois grupos distintos.
O grupo externo foi formado pelo controle negativo do experimento
(amostra 4), livre de CTV, portanto, ndo apresentou nenhuma formagao
de banda no RFLP. O primeiro grupo foi composto por amostras
provenientes de casa de vegetagdo ¢ no segundo grupo, houve um
agrupamento de todas as amostras provenientes do pomar comercial de
Rolandia. Nesse grupo houve uma proximidade entre as amostras 53 e
54, isolado Rolandia 7 e Rolandia 8§ respectivamente, que apresentaram
sintomas severos de CTV e presenga de declinio na planta.

Outro agrupamento formado foi entre amostras do pomar comercial
de Rolandia-PR e amostras de casa de vegetagdo, amostra 52 ¢ 5, com
maior grau de similaridade com o isolado forte de CTV Capdo Bonito
(amostra 1). Esse fato ocorreu devido a presenga de sintomas severos de
CTYV, gerando uma maior presenca de bandas na andlise multivariada.
Essas amostras também apresentam presenga de declinio nas plantas
(Figura 1).

De forma geral, foi constatado que os isolados de CTV tendem a se
agrupar conforme condicao as quais foram expostas (casa de vegetagao
e campo). Dessa forma, as amostras que apresentaram sintomas mais
fracos de canelura apresentaram, também, uma menor quantidade de
fragmentos no gel de RFLP. Segundo Souza et al. (21), a técnica de
RFLP permite avaliar a estabilidade de isolados protetivos de CTV em
plantas premunizadas ou detectar a presenca de isolados severos que
por ventura infectaram as mudas de citros ja premunizadas apds o seu
plantio no campo. Estas enzimas de restrigdo sdo capazes de clivar as
ligacdes do seguimento dos nucleotideos GCP. Dessa forma, a avaliagao
do grau de severidade das caneluras associadas aos resultados de RFLP
que apresentam maior nimero de clivagem ¢ possivel relatar a presenga
do isolado forte de CTV.

Para verificar a variabilidade genética e a similaridade dos
isolados de CTV provenientes do campo e da casa de vegetacdo, foram
selecionados isolados com base na avaliagdo de canelura para realizar
o sequenciamento. Dessa forma, foram selecionados os isolados 3 ¢
5 (217 e Forte Arapongas, respectivamente), provenientes de casa de

vegetacdo ¢ que apresentavam sintomas fraco e forte na avaliagao
de canelura. Da mesma forma, foram selecionados os isolados do
Pomar comercial situado em Rolandia-PR apresentando sintomas
fraco e forte de canelura, amostras 51 ¢ 52 (Rolandia 5 ¢ Rolandia
6, respectivamente). Também foram utilizados padrdes fraco e
forte de CTV, Péra IAC (amostra 14) e Capdo Bonito (amostra 1),
respectivamente, além da sequencia de dois isolados depositados no
GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI) e
que foram utilizados como referéncia, cujos nimeros de acesso sdo:
EU 579362.1 ¢ JQ 339729.1 (12, 16).

O dendrograma gerado por meio da analise do sequenciamento
evidenciou a formagao de dois grupos (Figura 2). Um formado pelas
amostras 51 ¢ 14 (isolados Rolandia 5 e Péra IAC, respectivamente),
com 95,08% de similaridade, e que durante a avaliagdo de sintomas se
caracterizaram por ndo induzir sintomas.

Outro grupamento distinto foi formado pelos isolados provenientes
do GenBank (similaridade de 99,85%) ¢ a amostra 52 (isolado Rolandia
6) com similaridade acima de 99%. Isso pode ser explicado pelo fato
dessa amostra apresentar sintomas severos de canelura e comportamento
de isolado forte de CTV (declinio), e os isolados utilizados como
referéncia serem fortes.

O isolado Forte Arapongas (amostra 5) apresentou 97,32% de
similaridade com o isolado forte “padrdo” proveniente de Capao Bonito
(amostra 1) e na avaliacdo de canelura ambos apresentaram sintomas
severos de CTV. O isolado 217 (amostra 3), apesar de ndo apresentar
sintomas de canelura, apresentou maior similaridade com o isolado
severo Capao Bonito, (99%) (Figura 2).

Quando foi avaliada a diversidade genética a partir da sequéncia
de nucleotideos dos isolados fortes e fracos, esta oscilou de 91,82 a
99,85%, sendo os isolados utilizados como referéncia aqueles que
apresentam maior similaridade e os isolados provenientes do Pomar
comercial de Rolandia (amostras 51 e 52) os que também apresentam
maior diversidade genética (Tabela 2). Porém, o isolado proveniente
da amostra 51, por ndo induzir sintomas de caneluras nas plantas de
citros desafiadas, mostrou-se os mais indicados para programas que
visam a selegao de isolados de CTV atenuados para a implementacdo
de premunizagio de citros.

Os dados obtidos estdo de acordo com as informagdes da literatura
que consideram o CTV como uma estrutura complexa com variantes
de sequéncias altamente divergentes (3), ao mesmo tempo ser
geneticamente estaveis em alguns hospedeiros (14).

Como os hospedeiros avaliados sao plantas perenes de vida longa,
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Figura 1. Dendrograma gerado a partir da matriz bindria com base na auséncia e presenga de bandas em amostras de laranjeiras ‘Péra Bianchi’
mantidas em Londrina sob condi¢des de casa de vegetagdo (amostras 01, 03, 04, 05, 08, 14 e 15) e sob condig¢des de campo em Rolandia-PR (48,

49,51, 52, 53 e 54).
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Figura 2. Dendrograma gerado pelo programa MEGA 6, a partir da similaridade das sequéncias de nucleotideos do gene da capa proteica de
isolados do CTV, obtidos de laranjeiras ‘Péra Bianchi’ mantidas em Londrina sob condigdes de casa de vegetagdo (01, 03, 05 e 14) e sob condigdes

de campo em Rolandia-PR (51 e 52).

Tabela 2. Identidade de nucleotideos dos isolados de CTV obtidos de laranjeiras ‘Péra Bianchi’ mantidas em Londrina sob condi¢des de casa de
vegetacao (01, 03, 05 e 14) e sob condigdes de campo em Rolandia-PR (51 e 52) oscilando de 91,82 a 99,85%.

AMOSTRA EU579362.1 JQ339729.1 3 5 51 52 14 1
EU579362.1
JQ339729.1 99.85
3 98.61 98.46
5 99.26 99.11 98.92
51 92.11 91.96 95.84 92.86
52 99.4 99.26 98.46 98.96 91.82
14 96.87 96.72 98.31 97.62 95.08 96.57
1 96.88 96.73 99.08 97.32 93.75 96.88 96.13
pode ter ocorrido uma maior diversidade genética entre esses isolados, REFERENCIAS

fato possivelmente ocorrente devido as repetidas inoculagdes do virus
por afideos que podem ter transmitido variantes de CTV divergentes,
aumentando, assim, a diversidade genética viral na planta hospedeira
(3). Distribuicdo desigual de variantes de CTV dentro de plantas
infectadas e a sua segregacao genética ou selegdo aleatoria durante
a aquisicao ou transmissdo pelo pulgdo podem ser fatores adicionais
que contribuem para mudangas populacionais do CTV no campo (18).

Dessa forma, pode haver a ocorréncia de isolados de CTV que
consistem, basicamente, de um genoétipo principal ou variantes
relacionadas geneticamente e suas quasiespécies, mas outros podem
ser constituidos por genotipos diferentes que sdo reconhecidos como
estirpes, podendo variar na patogenicidade induzida no hospedeiro
(1). A existéncia de multiplas estirpes também pode ser responsavel
por uma ampla faixa gama de fenotipos, principalmente quando ha
infecgdes multiplas de variaveis de CTV em uma mesma planta de
citros hospedeira (19).

Os isolados caracterizados como estirpes fortes de CTV foram
semelhantes entre si ¢ com o padrdo de isolado severo de Capdo Bonito.

Resultados idénticos foram obtidos nas andlises dos isolados
classificados como fracos, que apresentaram semelhanga entre si e
com o padrdo de isolado fraco Péra IAC. Plantas hospedeiras mantidas
em condigdes de campo possuem uma maior variabilidade de isolados
de CTV.

O isolado Rolandia 5 (amostra 51) apresenta potencial protetivo
para CTV.
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