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APRESENTACAO

Na agricultura existem inUmeras doencas que ocasionam baixa produtividade e
qualidade de insumos. A fitopatologia é a ciéncia responséavel por estudar os patbgenos
que causam essas doengas, bem como todos 0s aspectos relacionados com o0 mesmo.

Essas doencas podem ser ocasionadas por diferentes agentes causais, podendo
ser: fungos, bactérias, virus, viroides, fitoplasma, espiroplasma, nematoides e protozoarios.
Cada um desses agentes causais possuem suas particularidades de diagnose,
epidemiologia, etiologia e controle.

Um dos maiores interesses da fitopatologia é o controle dos agentes fitopatogénicos,
para isso existe o controle quimico, fisico, bioldgico, mecanico e cultural. O foco neste livro
€ no controle bioldgico e cultural, pois alguns patdgenos, principalmente de solo, possuem
dificil controle, por isso, esses métodos alternativos tornam-se eficazes. Além disso, com
0 avanco da biotecnologia, com estudos a nivel de biologia molecular os métodos de
diagnose de doencas de plantas tem ganhado melhor qualidade, neste contexto, alguns
métodos serdo destacados neste livro.

Esse livro é a juncéo de diferentes capitulos produzidos pelos pés-graduandos em
agronomia da Universidade Estadual de Maringa, com intuito da difusdo de conhecimentos
na area da fitopatologia e correlacionadas.

Boa leitura e bons estudos.
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RESUMO: O estudo minucioso do patbgeno
€ muito importante para que se entenda uma
doenca, a biologia molecular torna possivel o
estudo no nivel de DNA e RNA, gerando uma
compreensdo maior dos processor internos
que o patdgeno realiza, assim como a resposta
da planta a aquele patégeno. Desta forma as
técnicas moleculares séo de extrema importancia
no estudo da virose causadora da Tristeza dos
citros.
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USE OF MOLECULAR BIOLOGY IN THE DISEASE STUDY Citrus tristeza virus
ABSTRACT: The detailed study of the pathogen is very important to understand a disease,
molecular biology makes it possible to study at the level of DNA and RNA, generating a
greater understanding of the internal processors that the pathogen performs, as well as the
plant’s response to that pathogen. . Thus, molecular techniques are extremely important in the
study of the viruses that cause citrus sadness.

KEYWORDS: molecular techniques, virus, Tristeza dos citrus.

11 INTRODUGCAO

A biologia molecular traz técnicas que auxiliam a gendémica, por sua vez a genémica
tem como objetivo entender os genes e a organizagdo da informagcédo genética dento do
genoma, ainda existe muito a se conhecer sobre a fun¢éo dos genes, ja que boa parte dos
genes sequenciados ndo tem fungéo conhecida (Carrer et al. 2010)

Segundo Benson et al. (2010) o banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) possui mais de 106 bilhdes de nucleotideos de 108 milhdes de sequéncias
individuais e esses nimeros estdo e um crescente exponencial. O aumento desses dados
forma possiveis a partir do sequenciamento completo do genoma de Arabidopsis thaliana
no ano 2000, apesar desse genoma ser pequeno em consideracao a outras espécies foi
um marco importante (Mahalakshmi & Ortiz, 2001). Mas os estudos tendem a evoluir, pois
a partir do genoma os conhecimentos serdo aprofundados, em relacdo as proteinas que
estdo sendo expressas e as modificagdes pos-transcricionais (Canovas et al., 2004).

A tristeza dos citros esta disseminada por todas as regides produtoras de citros do
mundo, principalmente, na América do Sul, Estados Unidos, Espanha e Israel (Bordignon
et al., 2003). O primeiro caso da doenga ocorreu na Africa do Sul, na época ainda néo
se sabia que era a doenca causada pelo virus da tristeza, mas acreditava-se que uma
incompatibilidade entre o porta-enxerto e a variedade copa é que estava gerando a
diminuicdo do desenvolvimento das plantas e frutos (Bordignon et al., 2003). E essa sera a
doenca alvo da revisdo, compreender as metodologias empregadas no estudo da doenca.

21 DOENCA TRISTEZA DE CITROS

O CTV foi observado pela primeira vez no Brasil em plantas com sintomas de Tristeza
analisadas em microscopio eletrdnico por Kitajima et al. (1964). No fim da década de 50,
em séo Paulo houve grandes percas em pomares que continham a variedade laranja pera,
fazendo se necessario o desenvolvimento de um programa de pré-imunizag¢ao ou protecao
cruzada com isolados fracos do virus, ja que a variedade é de extrema importancia para a
exportacdo. (Muller et al., 1999). Desta maneira a manutencao da cultura no Brasil apés o
inicio da dispersédo da doenca ocorreu devido ao uso de porta-enxertos tolerantes e a pré-
imunizacao de copas com grande suscetibilidade (Leite Junior, 1992).

O Citrus tristeza virus pertence a familia Closteroviridae, género Closterovirus,
apresentando particulas filamentosas e flexuosas, medindo 1.250 a 2.000 nm de
comprimento e com 10-12 nm de diametro (Martelli et al., 2005), esse virus possui genoma



nao-segmentado, RNA de fita simples e polaridade positiva. O patdgeno tende a infectar
e se restringir aos vasos condutores do floema, sendo eficiente no movimento de longa
distancia na planta (Muller et al., 2005; Herron et al., 2006). O genoma do CTV possui de
19.226 a 19.296 nucleotideos, com 12 ORFs (Open Reading Frames), além das regies
nao traduzidas (UTR), codificando pelo menos 19 proteinas (Satyanarayana et al., 2004,
2011; Mdller et al., 2005).

A populagédo do CTV a campo passa por mutacdes naturais da RNA polimerase
(Sambade et al., 2007), a pressao de selecéo é grande devido ao fluxo génico resultante
de a repetidas inocula¢des das plantas a campo pelo vetor e 0 movimento de borbulhas
infectadas entre regides (Rubio et al., 2001; Papayiannis et al., 2007).

31 TECNICAS MOLECULARES PARA CTV

O virus da tristeza € muito estudado, os primeiros estudos foram realizados por
Lee e Calvert, 1987 mapeando a proteina do capsideo viral, posteriormente a analise
de RNA de fita dupla (dsRNA) de plantas infectadas (Dodds et al., 1987). Foi realizada
a clonagem e o sequenciamento do genoma viral (Pappu et al., 1993). As técnicas de
deteccdo evoluiram e atualmente utiliza técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (Mavrodieva;Garnsey, 2005) e de Real Time PCR (qPCR), esta técnica além de
detectar determina a quantidade de particulas virais no tecido, esta sendo mais recente
(Ruiz-Ruiz et al., 2007).

Mas além da detecgdo existem muitos estudos da variedade existente dentro
da populacéo viral, as técnicas utilizadas sé@o: Analise do Polimorfismo de Fragmentos
de Restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP) e por Polimorfismo
Conformacional de DNA de Fita Simples (Single-Strand Conformation Polymorphism
- SSCP) (Souza et al., 2000). E necessario o emprego dessas técnicas pois, o CTV é
um complexo de virus, composto por dois ou mais haplétipos geneticamente diferentes e
relacionados imunologicamente (Powell, 1992; Bar-Joseph et al.,2002)

3.1 RFLP (Polimorfismo do Tamanho de Fragmentos de Restricao)

O metodo de RFLP ¢ utilizado para detecgdo de mutacdes e polimorfismo genetico,
sendo assim o alvo de anlise é a agéo genica e as interacdes existentes entre alelos, para
que seja desenvolvido mapeamentos quantitativos. A tecnica utiliza enzimas de restricao
que reconhecem sitios especificos na sequencia de DNA, para que o corte seja realizado
€ necessario a presenca dessa sequencia, sendo assim, o resultadado de processo séo
fragamentos de varios tamanaho que posteriormente sdo analizados por eletroforese
(Hirata et al, 2006).

Essa tecnica pode ser realizada com diferentes enzimas um exemplo é a Rsa | e
Hinf I, para que seja feita a reacao deve se seguir as isntru¢des do fabricante. Para essas
duas enzimas sitadas a incubacgéo deve ser 37°C por 4 horas. A analise dessas amostras
podem ser feitas em gel de agarose ou poliacrilamida, sendo que o de poliacrilamida possui
uma resolucéo maior.

Essa tecnica € amplamente usada, Souza et al (2000) utilizou a tecnica para



determinar mudanca no isolado protetivo em plantas pré-imunizadas para Citrus tristeza
virus (CTV). Corazza et al (2012) fez analises de polimorfismo do tamanho de fragmentos
de restricdo para obter a diversidade genética do virus da tristeza dos citros em plantas da
variedade pera localizadas no noroeste e norte do estado do Parana, Brasil.

3.2 SSCP (Polimorfismo de Conformacao de Fita Simples)

A técnica de SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) é utilizada para
detectar alteragcdes na mobilidade eletroforética de fitas simples de &cidos nuclécos em
condi¢bes nao-desnaturantes. Ela detecta mutacdes a partir do arranjo conformacional
da molécula. E ideal que as mutacdes detectadas por SSCP sejam confirmadas por
sequenciamento de DNA (Sanger et al, 1977).

Existem algumas metodologias aqui iremos citar a metodologia adaptada por
Corazza-Nunes et al. (2001), ela utiliza um produtor amplificado de PCR e uma aliquota com
igual volume de solucdo desnaturante (95% deformamida, 2 mM de EDTA, e 0,05% de azul
de bromofenol). O GCP desnaturado foi submetido a eletroforese em gel ndo desnaturante
depoliacrilamida a 8%, temperatura de 25 °C, por um periodo de 16 horas e umacorrente de
200V, o gel foi corado com nitrato de prata. O resultado do gel é analisado a partir dos perfis
eletroforéticos, onde séo realizadas observagdes do nimero e posigcéo das bandas. Alguns
programas podem auxiliar a obtencéo de melhores resultados um exemplo é o programa
Phylip (PHYLogeny Inference Package), verséo 3.68 (Felsenstein, 2008).

Varios trabalhos utilizam esta técnica. Davino et al, (2005) estudou a estrutura
gendmica de populagbes de Citrus tristeza virus (CTV) a partir da analise de SSCP. Corazza.
Nunes et al, (2001) utilizou a técnica para monitorar a protec¢édo do isolado em plantas pré-
imunizadas. J& Iglesias et al, (2008) utilizou os padrdes eletroforéticos para identificagcéo e
caracterizacéo de virus. Ademais a técnica pode ser utilizada para analise de estabilidade
de isolados protetores (COSTA et al., 2010).

3.3 Sequenciamento do Gene P25 para Caracterizacdo Molecular de Isolados
do CTV

O sequenciamento € uma das técnicas moleculares mais recentes ela determina
a disposicdo dos nucleotideos ao longo de um fragmento de DNA, essa técnica vem
avangando cada vez mais em termos de equipamento Wu et al., 2010; Hagen et al. 2011).
Essa técnica é utilizada por diferentes ramos da pesquisa, na virologia néo é diferente.

Harper (2013) utilizou essa técnica para classificar os principais genbtipos, e
determinar os principais processos evolutivos que levaram a sua formagéo. Dominguez et
al (2003) caracterizaram a resisténcia de plantas transgénicas de Citrus aurantifolia ao CTV
por meio da analise do gene p25. E a expressédo do gene p25 de dois isolados mexicanos
do Citrus tristeza virus foram estudados por Céardenas et al (2002). Demonstrando a
aplicabilidade e eficiéncia da analise deste gene em estudos relacionados a tristeza dos
citros.

3.4 Multiplos Marcadores Moleculares

E uma técnica proposta por Hilf et al. (2005) de tipificagéo de isolados de ctv tentando
relaciona-los aos sintomas que provocam no hospedeiro e os diferenciando, o trabalho



baseia-se na utilizagdo de primers que atuam em duas regides com cerca de 400 - 500 nt
perto da extremidade 5’ e uma regido de aproximadamente 700 nt no gene da polimerase.

Marcador - ] P
Molecular Produto (pb) Sequéncia dos primers (5’-3’)
F ATGGACGACGAAACAAAGAAATTG
T36CP 671
R TCAACGTGTGTTGAATTTCCCA
F AATTTCACAAATTCAACCTG
T36-5’ 500
R CTTTGCCTGACGGAGGGACC
F GTTTTCTCGTTTGAAGCGGAAA
T36K17 409
R CAACACATCAAAAATAGCTAGT
F TGACGCTAACGACGATAACG
T36POL 714
R ACCCTCGGCTTGTTTTCTTATG
F CGATTCAAATTCACCCGTATC
T30-5’ 594
R TAGTTTCGCAACACGCCTGCG
F GTTGTCGCGCCTAAAGTTCGGCA
T30K17 409
R TATGACATCAAAAATAGCTGAA
F GATGCTAGCGATGGTCAAAT
T30POL 696
R CTCAGCTCGCTTTCTCACAT
F AATTTCTCAAATTCACCCGTAC
VT-5’ 492
R CTTCGCCTTGGCAATGGACTT
F GTTGTCGCGCTTTAAGTTCGGTA
VTK17 409
R TACGACGTTAAAAATGGCTGAA
F GACGCTAGCGATGGTCAAGC
VTPOL 695
R CTCGGCTCGCTTTCTTACGT
F GTTATCACGCCTAAAGTTTGGT
T3K17 409
R CATGACATCGAAGATAGCCGAA

QUADRO 2 - Sequéncia dos “primers” usados na amplificagdo por PCR de marcadores
moleculares de CTV.

Segundo Licciardello et al., 2015 os MMM classificam os isolados a partir do perfil de
amplificacéo gerado pelos marcadores, para que os genétipos sejam classificados existem
isolados referencias que ja foram determinados a partir dos padrdes, os isolados sédo T36,
VT, T30 e T3. Cada um desses isolados referéncia é associado a um determinado genétipo
a partir do perfil de amplificacdo desses marcadores. Esse método esta sendo utilizado na
classificacdo de isolados de CTV (Biswas, 2010; Roy et al., 2005)

3.5 Transformacao Genética de Plantas para Resisténcia a Virus a Partir do
Silenciamento Génico

O silenciamento génico pode ocorrer de maneira natural via infecgéo viral ou a
partir de técnicas de transgenia (Waterhouse; Wang; Lough, 2001). O silenciamento de um
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gene € induzido pelo virus apés a infecgéo viral (Andrade, 2005). De acordo com essas
informacdes é possivel que o silenciamento génico evoluiu como um processo genético de
defesa contra viroses e transposons (Waterhouse; Wang; Lough, 2001). O silenciamento
se baseia na regulacéo da expressao de genes do patégeno, principalmente em nivel pds-
transcricional, ocorrendo a degradacao do RNA apds a sua transcricdo, sem que ocorra a
traducéo da proteina (Fagard; Vaucheret, 2000)

A transgenia é uma importante ferramenta para o controle de viroses (Gottula;
Fuchs, 2009). As formas de obtencdo de plantas transgénicas por silenciamento séo
variadas, mas todas se baseiam na introducdo de um gene no genoma na planta, que
dificulta o estabelecimento do patégeno e o desenvolvimento da doenca. Para a maioria
dos patdgenos os resultados ndo estdo sendo efetivos, mas para as viroses a estratégia
esta sendo bem-sucedida. (Collinge; Lund; ThordalL-Christensen, 2008). O mecanismo
utilizado para as plantas resistentes a virus utiliza o conceito de resisténcia derivada do
patégeno (Pathogen-Derived Resistance — PDR), ou seja, o material genético o virus alvo
€ utilizado como fonte do transgene a ser introduzido no genoma do hospedeiro. (Sanford;
Johnston, 1985).

Os trabalhos utilizando a transgenia em grande parte utilizam a Agrobacterium
tumefaciens, pois ela possui um plasmideo indutor de tumor (Ti —Tumor-inducing) que
possui o T-DNA (Transfered DNA), regido que é inserida no genoma vegetal. Nesse
plasmideo € feito a retirada de retirada de caracteristicas de incompatibilidade biologica
entre bactéria e planta. A eficiéncia dessa técnica é alta para a maioria das plantas (Finer et
al., 2006; Febres et al., 2011). Aresisténcia conferida pode ser eficiente para varias estirpes
de um mesmo virus. No entanto, na maioria das vezes nédo confere alto nivel de resisténcia,
mas sim um atraso no aparecimento dos sintomas (Tepfer, 2002)

41 CONCLUSAO

A biologia molecular € uma tecnica utilizada para diferentes patogenos, mas para a
virologia ela tem uma expressao muito maior devido o tamanho das particulas virais, e por
existirem virus que ndo expressao sintomas. Ademais as tecnicas moleculares auxiliam em
aumentar a compreengéo do patogeno.
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