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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito da temperatura na expressao dos
sintomas do virus da leprose dos citros em plantas de citros, hospedeiro natural, e em
de feijdo comum, hospedeiro experimental. As plantas foram infestadas com acaros
viruliferos e avaliados quanto ao tempo de aparecimento dos sintomas em duas
temperaturas 15° e 30°C (em camara BOD) e em temperatura ambiente em casa de
vegetagdo (controles). As plantas foram avaliadas diariamente, quanto ao
aparecimento e tipo de sintomas induzidos nas plantas hospedeiras. A detec¢do do
virus foi feita por RT-PCR de cortes foliares das lesGes. Foi observado que para os
dois hospedeiros o tempo de surgimento dos sintomas é menor na temperatura de 30
°C. Os resultados demonstram claramente que a temperatura influencia no tempo de
surgimento dos sintomas do virus da leprose dos citros, entretanto a influéncia desta
temperatura no acumulo de particulas virais nas plantas hospedeiras, ainda, esta em

estudo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of temperature on symptom
expression of citrus leprosis virus in plants, natural host, and bean common,
experimental host. The plants were infested with viruliferous mites and evaluated for
time required for the onset of symptoms at two temperatures 15 ° and 30 ° C (BOD)
and at room temperature in a greenhouse (controls). The plants were evaluated daily
for the appearance of symptoms and types of symptoms induced in the host plants.
The virus was performed by RT-PCR from leaf sections of the lesions. It was observed
that the two host of onset of symptoms is at least 30°C. The results clearly demonstrate
that temperature influences the time of appearance of symptoms of the Citrus leprosis
virus, however the influence of temperature on the accumulation of viral particles in

host plants is also under study.

INTRODUCAO

A leprose dos citros é causada pelo Citrus leprosis virus-C (CiLV-C),
transmitido pelo acaro Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Tenuipalpidae) (BASTIANEL
el al., 2010). Os sintomas se caracterizam por lesdes locais tanto em frutos, quanto em
folhas e ramos, ndo sendo observada presenca de particulas virais em folhas sadias
ou assintomaticas (KITAJIMA et al., 2003; BASTIANEL et al., 2010). Sua presenca ja
foi confirmada em quase todos os estados brasileiros de Norte a Sul e em grande
parte da América do Sul e Central (BASTIANEL et al., 2010).

Em geral, os virus transmitidos por Brevipalpus sdo bastante distintos de outros
virus de plantas, por exemplo, ficam restritos as areas de lesdes nao invadindo a
planta sistematicamente, possuem particulas baciliformes e se acumulam ou no
nucleo ou no citoplasma das células afetadas.

Proteinas virais com a capacidade de suprimir o silenciamento de RNA em
diferentes pontos da via metabdlica ja foram identificadas em um grande numero de
virus de plantas e mesmo em alguns virus de animais. A atividade dessas proteinas
supressoras pode afetar a via de silenciamento envolvida no controle da expressao de
genes do hospedeiro, e em alguns casos esse efeito esta associado com a indugéo de
sintomas durante a infeccdo viral (DIAZ-PENDON; DING, 2008; ZERBINE et al.,
2005).

A temperatura afeta as interacdes planta-patégeno, podendo aumentar ou
diminuir a resisténcia da planta em diferentes patossistemas (WANG et al., 2009).

Sintomas induzidos por viroses de muitas plantas sdo atenuados quando as plantas



6° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cientifica - CIIC 2012
13 a 15 de agosto de 2012- Jaguariuna, SP

*
> W
Y05eva\

sdo cultivadas em alta temperatura, um fendmeno que pode estar relacionado a
eficiéncia de defesa do hospedeiro (SZITTYA et al., 2003; CHELLAPPAN et al, 2005),
em alguns virus de RNA de senso positivo, como o caso do CiLV-C.

Ainda ndo se sabe se ha efeito da temperatura na expressao dos sintomas do
virus da leprose dos citros e no acumulo viral em plantas de citros, informacdes
importantes para o entendimento desde patossistema, que ao contrario da maioria das
viroses em plantas, possui algum mecanismo, ainda desconhecido, que impede a

infeccdo sistémica do virus no hospedeiro vegetal.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas plantas de feijdo Una (Phaseolus vulgaris) e laranja Péra
(Citrus sinensis Osbeck), respectivamente, hospedeiro experimental e natural do CiLV
C (GROQT et al., 2006; BASTIANEL et al., 2010).

As plantas foram infestadas com &caros B. phoenicis viruliferos, oriundos de
uma populagdo mantida em frutos de laranja doce com sintomas de leprose. Para a
confirmacdo de aquisicdo viral dos acaros, por ocasido do estabelecimento dos
experimentos bioldgicos uma amostra de dez acaros de cada fruto foi submetida ao
diagndéstico molecular conforme descrito por Kubo et al. (2011).

Acaros supostamente viruliferos foram transferidos para as plantas com o
auxilio de um pincel de poucos pélos. Foram infestadas duas folhas por planta, com 5
acaros cada, e 10 repeticdes biologicas (10 plantas) de cada hospedeiro (citros e
feijdo) para cada tratamento (temperatura). As plantas foram obtidas por sementes e
mantidas em recipientes do tipo tubete em substrato apropriado. Para cada tratamento
(gendtipo x temperatura x ambiente) foi colocado uma planta ndo infestada com
acaros como testemunha.

Os experimentos foram conduzidos em temperatura de 15° e 30°C, em
camara BOD com controle de temperatura, e em temperatura ambiente (controles) em
casa de vegetacdo. As plantas foram avaliadas diariamente, apos a infestagcdo, quanto
ao aparecimento de sintomas e tipos de sintomas induzidos nas plantas hospedeiras.
Folhas com ou sintomas de cada tratamento (hospedeiro x temperatura x ambiente)
foram coletados e submetidos a andlise molecular para deteccdo do CiLV. Para tal, foi
realizado a extracdo de RNA total, sintese de cDNA, e confirmada a presenca de virus
por RT-PCR utilizando primers especificos para a proteina de movimento conforme

descrito por Locali et al. (2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O inicio do aparecimento de sintomas em temperatura alta (30°C) foram
observados trés dias apds a infestacdo com acaros viruliferos, na BOD, em oito
plantas de feijdo (80%) e 13 dias em plantas de laranja (30%) (Tabela 1). Aos 08 e 20
dias de avaliacdo, respectivamente, todas as plantas de feijdo e laranja estavam
sintomaticas. Nas plantas mantidas em casa de vegetacdo (controle) o inicio do
aparecimento de sintomas foi retardado em um dia para o feijédo (inicio aos 4 dias em
30% das plantas) e dois dias para laranja (inicio aos 15 dias em 20% das plantas).
Quando submetidas a temperatura mais baixa (15°C na BOD), observou-se que o
inicio dos sintomas se deu ainda mais tardiamente, sendo necessario para o feijao de
5 a 16 dias, respectivamente com 70% e 30% das plantas, e de 16 a 19 dias para
laranja, respectivamente para 10% e 40% das plantas (Tabela 1). Para o experimento
em baixa temperatura (15°C), o tempo maximo para a expressao dos sintomas em
feijao foi de 16 dias (todas as plantas), ao passo que para a laranja Péra, apés 50 dias
de avaliacdo, apenas 50% das plantas de laranja apresentaram sintomas. Este estudo
ainda nao foi concluido e as plantas assintomaticas serao monitoradas por um periodo
maximo de 90 dias. Todas as plantas utilizadas como controle negativo permaneceram
assintomaticas. Para todas as plantas sintométicas a presenca do virus foi confirmada
por RT-PCR (Figura 1). As amostras utilizadas para analise molecular por RT-PCR
serdo também utilizadas para a determinagdo da quantidade de particulas virais
contidas em cada uma das amostras, por PCR quantitativo (em andamento).

Estes resultados demonstram claramente que a temperatura influencia no
tempo de surgimento dos sintomas do virus da leprose dos citros, sendo mais rapido a
temperaturas elevadas, tanto para citros quanto para feijdo, entretanto a influéncia
desta temperatura no acumulo de particulas virais nas plantas hospedeiras, ainda, se

encontra em estudo.



C\ONAL,
RO

6° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cientifica - CIIC 2012
13 a 15 de agosto de 2012- Jaguariuna, SP

TABELA 1: Tempo de aparecimento dos sintomas de leprose nos diferentes hospedeiros
avaliados em BOD, em duas diferentes temperaturas e seus respectivos controles em casa

de vegetacao.

Feijao Laranja
Temperatura
Inicio Ne N° plantas Inicio N° de N° plantas
sintomas plantas ¢/ sintomaticas/ sintomas plantas sintomaticas/
(dias) sintomas infestadas (dias) c/sintomas  infestadas
30° BOD 3-8 8-2 10/10 13-20 3-7 10/10
ambiente 4-9 3-7 10/10 15-28 2-6 10/10
15° BOD 5-16 7-3 10/10 16-19 1-4 5/10
ambiente 6-16 3-7 10/10 6-16 1-4 5/10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FIGURA 1: Visualizacdo da amplificacio
viral das amostras de feijdo comum e
laranja, avaliadas em diferentes
temperaturas (BOD). 1,13 e 24: Ladder (100
pb); 2 a 6: feijdo mantido a 30°C; 7 a 11:
feijdo mantido a 15°C; 14 a 18: laranja
mantida a 30°C; 19 a 23: laranja mantida a
15°C.
CONCLUSAO

Estes resultados demonstram claramente que a temperatura influencia no
tempo de surgimento dos sintomas do virus da leprose dos citros, sendo mais rapido a
temperaturas elevadas, tanto para citros quanto para feijao.
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