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RESUMO

Acaros Brevipalpus sdo vetores de indimeros virus, comumente chamados de virus
transmitidos por Brevipalpus- VTB. Dentre esses, o virus da leprose dos citros (Citrus
leprosis virus C, CiLV-C) e o virus da mancha anular do cafeeiro (Coffee ringspot virus -
CoRSV) sdo importantes devido aos danos que causam em Citrus spp. € Coffea spp.,
respectivamente. Os sintomas ocorrem de maneira localizada em folhas e frutos. As
interacdes entre os virus e seus vetores apresentam particular interesse, tanto do ponto de
vista cientifico quanto no desenvolvimento de novas abordagens para o controle das doengas
por eles causadas. Entretanto, para esses e outros VTB, as interagdes sdo ainda pouco
conhecidas. Estudos preliminares sugerem que o CoRSV se replica no interior do dcaro vetor,
enquanto o CiLV-C apenas circula. O objetivo deste trabalho foi investigar os tipos de
interacdes estabelecidas entre o CiLV-C e o CoRSV com B. phoenicis. Fémeas adultas de B.
phoenicis aviruliferas foram submetidas a um periodo de acesso para aquisicdo dos
respectivos virus durante cinco dias. Apds esse tempo foram transferidas para hospedeiros
(tratamentos): feijdo-de-porco (ndo hospedeira dos virus), plantas suscetiveis, sintomaticas
e/ou sadias (laranja doce e cafeeiro) e coletadas apds quatro diferentes periodos de tempo: 0;
7; 14 e 21 dias. As interagdes foram investigadas por reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR), microscopia eletronica de transmissdao (MET) e testes de transmissdo. A
gPCR revelou que ndao houve aumento da carga viral ao longo do tempo em nenhum dos
tratamentos avaliados para nenhum dos virus em questdo. A MET ndo detectou particulas de
CiLV-C e CoRSV. A taxa de transmissdo do CiLV-C foi de 83; 75 e 58% para os
tratamentos frutos de laranja sintomaticos, feijdo-de-porco e frutos de laranja sadio,
respectivamente. Os primeiros sintomas de leprose dos citros foram observados apds 30+5
dias apds a infestacdo dos dcaros. Nos testes de transmissdo de CoRSV nenhum sintoma da
mancha anular foi observado durante um periodo de seis meses. Estes resultados indicam a
necessidade de longo periodo € necessario antes da transmissdao do CoRSV pelo vetor. Para o

CiLV-C os resultados indicam que o tipo de interagdo virus-vetor € persistente circulativa.

Palavras-chave: Interacao virus-vetor, CoRSV, CiLV-C, qPCR, transmissao.
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ABSTRACT

Brevipalpus mites are vectors of several plant viruses called Brevipalpus transmitted
virus —BrTV. Among these, Citrus leprosis virus C (CiLV-C) and Coffee ringspot virus
(CoRSV) are important due to the damages caused in Citrus spp. and Coffea spp.,
respectively. The symptoms occur as localized infection on both leaves and fruits. The
interactions between vector and virus are of particular interest both from the scientific
perspective and on the development of control measures. However, for these and other BrTV,
the mode interactions are still unknown. Preliminary study suggests that CoRSV replicates in
the vector tissue, while CiLV-C is mode circulates manner. The aim of this study was to
investigate the interactions established between CiLV-C and CoRSV with B. phoenicis. Adult
females aviruliferous of B. phoenicis were submitted to acquisition access period of respective
virus during five days. After this time they were transferred to hosts (treatments): mungbean
(Canavalia ensiformis, non-host of the virus), symptomatic and healthy (citrus and coffee
plants) and collected after four different periods of time: 0; 7; 14 and 21 days. The
interactions were investigated by real time quantitative polymerase chain reaction (qPCR),
transmission electron microscopy (TEM) and transmission assays. The qPCR revealed that
there was no increase in viral load over time in all treatments for any of the virus in question.
The TEM, it was not possible to detect particles of CiLV-C or CoRSV. CiLV-C transmission
rate was 83, 75% and 58% for the treatments symptomatic citrus, mungbean and healthy
citrus, respectively. The first symptoms of the leprosis were observed after 30+5 days after
mites infestation. In the CoRSV transmission assays no symptoms of coffee ringspot were
observed during a period of six months. These results suggest that a long incubation period
was be necessary before CoRSV transmission by the vector. By the CiLV-C the results

indicate that interaction type virus-vector is of the circulative mode.

Keywords: virus-vector interactions, CoRSV, CiLV-C, qPCR, transmission.
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Capitulo 1

Introducao Geral



INTRODUCAO GERAL

O setor citricola no Brasil

Originéria do sul do continente asidtico, provavelmente da China, a cultura dos citros
foi levada por drabes para a Europa. Por volta dos anos 1500 d.C., as expedi¢des de Cristovao
Colombo traziam consigo mudas citricas, introduzindo-as entdo no continente Americano. A
introducdo de tal cultura no Brasil remonta do inicio da colonizagdo do pais pelos
portugueses, em meados do século XVI e destacou-se pelo fato de as condi¢des edafo-
climéticas predominantes no pais serem favordveis tanto a fase vegetativa, quanto a fase
produtiva, quando comparada com aquelas condic¢des existentes no centro de origem (NEVES
et al., 2010).

Desde sua introducdo, os citros sdo cultivados em ambito nacional, contudo seu
potencial produtivo permaneceu pouco explorado por um longo periodo. A partir da segunda
década do século passado, quando foi criado o primeiro nucleo citricola nacional, no Estado
do Rio de Janeiro, a citricultura ganhou destaque. A producao de tal nicleo atendia as cidades
do Rio de Janeiro e Sao Paulo e comegou a abastecer também o mercado externo, quando da
exportacdo de produtos para a Argentina, Inglaterra e alguns outros paises europeus
(BOTEON; NEVES, 2005).

A citricultura brasileira tem apresentado nimeros impressionantes nos ultimos anos,
isso porque em 2009 o complexo citricola brasileiro foi responsavel por cerca de 2,15 milhdes
de toneladas de produtos, que gerou uma receita de aproximadamente US$ 1,84 bilhao.
Atualmente, o Brasil detém mais da metade da producdo mundial de suco de laranja
concentrado e congelado, e cerca de 98% dessa producdo € destinada ao mercado externo
(NEVES et al., 2010).

Os plantios comerciais de frutas citricas como variedades copas (enxertos),
encontram-se distribuidos em seis grupos: laranjas [Citrus sinensis (L.) Osbeck], tangerinas
(C. reticulata Blanco e C. deliciosa Ten.), limdes [C. limon (L.) Burm.], limas acidas (C.
latifolia Tanaka), pomelos (C. maxima L.) e outros de menor importancia. Dentre os citros
mais cultivados destaca-se o grupo das laranjas doces, seguida pelas tangerinas, limdes e
limas 4cidas. No Brasil, as variedades comerciais mais importantes de laranjas doce sdo: Péra,

Natal, Valéncia e Hamlin (MATTOS J UNIOR et al., 2005; PIO et al., 2005).



Nos tltimos seis anos houve um crescimento da drea plantada com citros de cerca de
17%, o que corresponde a aproximadamente 7,63 milhdes de ha no mundo. A area ocupada
com a producao de frutas citricas € a segunda maior em relacdo as demais frutas, sendo que a
banana ocupa a maior area, cerca de 10,2 milhdes de ha. O Brasil ocupa hoje a posi¢do de
maior produtor de citros, fato este que se iniciou na safra de 1981/82, quando o pais superou a
producdo dos Estados Unidos da América (EUA) (NEVES et al., 2010).

A producido brasileira de frutas citricas encontra-se amplamente distribuida em todo o
territorio nacional, sendo que a maior produgdo esta concentrada no Estado de Sdao Paulo. Este
Estado € responsavel por produzir 14.898.493t de laranja, o que corresponde a 78% da
producdo nacional. Os Estados da Bahia, Minas Gerais, Sergipe, Parand, Rio Grande do Sul e
Pard também se destacam no cendrio nacional como produtores de citros. As demais Unidades
da Federac¢ao (UF) participam com menos de 1% da producao nacional (IBGE, 2010).

Em se tratando de custos de producao, estudos realizados sobre o uso de agrotéxicos
evidenciaram que o controle de pragas e doencas que ocorrem na cultura foi responsavel pela
movimentagdo de R$ 210 milhdes no ano de 2009. Das classes dos agrotéxicos, a citricultura
se destaca no consumo de acaricidas 6,8 kg/ha. Do total de ingredientes ativos utilizados na
citricultura, os acaricidas participaram com 39%, o que representou 1,7% do faturamento do
setor de agrotoxicos naquele ano. A perspectiva para a safra 2010/11 é de aumento no
consumo de agrotéxicos, em funcdo da melhora na relacio de troca e dos precos mais
atrativos para a laranja e para o suco de laranja no mercado internacional (NEVES et al.,
2010). A ocorréncia de pragas e doencas nessa cultura tem ocasionado reducdo na
produtividade da citricultura brasileira. Das doencas que afetam os citros, a leprose merece
destaque, pois € responsdvel por elevados custos de produgdo, devido a utilizacdo de
agrotoxicos para o controle do dcaro Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Tenuipalpidae)
(BASTIANEL et al., 2010). A leprose figura como uma das mais importantes doencas para a
citricultura brasileira, cujo agente causal é o Citrus leprosis virus C (CiLV-C), transmitido
pelo dcaro B. phoenicis (BITTANCOURT, 1956; MAIA; OLIVEIRA, 2005, NUNES, 2007
RODRIGUES et al., 2003).

A manifestagdo dos sintomas se dd através de lesdes locais tanto em frutos quanto em
folhas e ramos. O primeiro relato e/ou descri¢do de tal doencga na cultura dos citros foi feito
por Fawcett no distrito de Pinellas, Florida, nos EUA e datam de 1901. Essa doenga ficou
inicialmente conhecida como “scaly bark” (FAWCETT, 1909).

No continente Sul-Americano as primeiras observagdes da leprose dos citros foram

realizadas na segunda década do século passado no Paraguai, cuja denominacgdo era “lepra



explosiva” (SPEGAZZINI, 1920). Os primeiros sintomas desta doenca no Brasil foram
observados na regido de Sorocaba, Estado de Sdo Paulo, na década de 30 do século passado,
quando Bittancourt fez a constacdo. Segundo o autor, a relevancia da doenga deve-se ao fato
de as condic¢des edafo-climdticas favorecerem tanto o desenvolvimento da cultura, quanto do
proprio vetor, o que propicia o desencadeamento do processo doencga, refletindo assim em
perdas em producgdo e produtividade (BITTANCOURT, 1934). Desde entdo, a leprose vem
sendo relatada como um problema fitossanitdrio para a citricultura brasileira.

Sua presenca ja foi confirmada em quase todos os Estados brasileiros que compdem as
cinco macro-regides do pais, a saber: Regido Norte: Acre (FREITAS-ASTUA et al., 2004a),
Amazonas e Para (BOARI et al., 2007a), Roraima e Tocantins (DOMINGUES;
RODRIGUES, 1999). Regido Nordeste: Bahia, Cear4, Piaui e Sergipe (BOARI et al., 2007a).
Regido Centro-Oeste: Distrito Federal, Goids e Mato Grosso, Mato Grosso do Sul (NOVELLI
et al., 2006). Regido Sudeste: Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (BRIOSO et al.,
1998), Sao Paulo (BITTANCOURT, 1934). Regido Sul: Parand e Rio Grande do Sul
(BASSANEZI; YAMAMOTO, 2004; FREITAS-ASTUA et al., 2004b,), Santa Catarina
(BASTIANEL et al., 2010). Em apenas sete UFs nao existem relatos oficiais de ocorréncia
dessa doencga, sdo eles: Alagoas, Amapd, Maranhdo, Paraiba Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Rondénia (BASTIANEL et al., 2010).

A leprose € principalmente uma doenga das laranjas doce. Nas folhas, o virus induz a
presenca de manchas arredondadas frequentemente salientes na pagina inferior e lisas na face
superior. A coloragdo varia de verde palida a marrom no centro, com um halo amarelado ao
redor. Quando em elevada incidéncia, pode provocar queda prematura das folhas, reduzindo
assim a capacidade fotossintética da planta, e promovendo reducao na produ¢do. Em frutos, as
lesdes sdo distribuidas de forma irregular na superficie. Quando o fruto ainda estd verde,
ocorre a presenga de um halo amarelo circundando a lesdo. Uma vez maduro, a mancha no
fruto torna-se escura com uma depressdo da casca. Quando as lesdes sdo abundantes, ha
queda de folhas e frutos. Em ramos novos, as lesdes sdo amareladas, porém com o passar do
tempo passam a assumir colora¢cdo marrom avermelhada. Tornam-se escamadas e adquirem
uma casca grossa, algumas vezes confundida com lesdes de cancro citrico ou lembrando o
descamamento induzido pela sorose. A ocorréncia de grande ndmero de lesdes pode ocasionar
morte de ponteiros. As lesdes da casca podem coalescer em galhos mais grossos, induzindo a
morte descendente dos ramos, causando declinio e morte da planta (BASSANEZI,
YAMAMOTO, 2004; BASTIANEL et al, 2006; BITTANCOURT, 1955;
FEICHTENBERGER et al., 2005; RODRIGUES et al., 2003; ROSSETI, 1995).



Estudos de microscopia eletronica de transmissdo (MET) revelaram a presenca de
particulas de CiLV-C em folhas com sintomas tipicos da leprose, o que ndo foi observado
quando se fez secOes ultrafinas de folhas sadias ou assintométicas (COLARICCIO et al.,
1995; KITAJIMA et al., 1972, 2004). Esse fato € corroborado com a técnica da reagdao em
cadeia da polimerase via transcriptase reversa [reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR)], sendo que a banda correspondente a regido do dcido nucléico do virus sé
aparece a partir de material extraido de dreas de lesdes caracteristicas da doenca (FREITAS-
ASTUA, comunicacdo pessoal). A disseminacio da doenca para as demais plantas estd
diretamente relacionada com a dispersdao do 4caro vetor dentro do pomar e também ao

processo de alimentacdo deste (RODRIGUES et al., 2003).

O café no Brasil

O café é considerado uma bebida tipica do Brasil, apesar de ser consumido por um
terco da populacdo mundial. Antes do século XVII, nenhuma muda de café havia sido
plantada fora da Africa ou Ardbia. Existem fortes evidéncias de que o café teria entrado na
regido norte do Brasil em 1727, onde foi cultivado inicialmente, oriundo da Guiana Francesa.
O grande incremento da cultura no Pais ocorreu a partir do momento em que passou a ser
explorada nos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo. J4 no final do século
XVIII, o Brasil obteve a supremacia na produ¢ao mundial, e esta “hegemonia” é mantida até
hoje (MANZATO et al., 2003; MATIELLO et al., 2002; PINO et al., 1999; THOMAZIELLO
et al., 2000).

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea. Podem-se considerar duas
espécies que sdo exploradas comercialmente: C. arabica L. e C. canephora Pierre. O café
ardbica, predominante no Brasil, ¢ uma planta tropical origindria dos altiplanos da Etidpia,
onde vegeta espontaneamente a uma altitude de 1.500 a 1.900 metros, com temperatura média
anual oscilando entre 17°C e 20°C e chuvas anuais entre 1.500 a 2.000mm (CARVAJAL,
1972). Segundo Coste (1968), o cafeeiro geralmente prospera nas regides onde ocorrem
periodos relativamente secos na fase de reposi¢do vegetativa (dorméncia), que precede a
floragdo.

Amplamente cultivada no pais, a cultura do café tem como maior produtor o Estado de
Minas Gerais, seguido pelos estados do Espirito Santo, Sao Paulo, Bahia, Rondonia Parana,

Rio de Janeiro, Para e Mato Grosso (ABIC, 2010).



A expansdo do cultivo do café no Brasil fez surgir alguns problemas de ordem
fitossanitdria. Dentre as doencas que afetam o cafeeiro, cita-se a mancha anular. Esta doenca
foi relatada pela primeira vez no Estado de Sdo Paulo por Bittancourt (1938, 1939) e o mesmo
fez mencao de que, no futuro, tal doenga poderia vir a ser um fator desfavoravel a cafeicultura
brasileira.

A manha anular do cafeeiro tem como agente etioldgico o Coffee ringspot virus
(CoRSV). Desde sua primeira detec¢do e por quase meio século esta doenga foi considerada
de importancia secunddria, pois ndo causava grandes problemas econdmicos. A partir do ano
de 1986 passou a ganhar notoriedade, quando se observou um aumento substancial na
presenca de sintomas em plantas de café arabica no Estado de Minas Gerais. Tais sintomas
estavam associados a desfolha intensa, devido as condi¢des climdticas propicias a
multiplicacdo do dcaro vetor no campo (CHAGAS, 1988). Um ano apds a doenga ter sido
constatada no Estado de Minas Gerais, sintomas diferentes daqueles mencionados na
literatura foram observados no Estado do Espirito Santo, como pequenas lesdes que passavam
de amarela a necrética ao longo da nervura principal (MATIELLO, 1987).

Assim como na leprose dos citros, o virus da mancha anular do cafeeiro € transmitido
pelo 4caro plano B. phoenicis, que € considerado uma espécie polifaga, ocorrendo em mais de
486 espécies de plantas. Este dcaro € de ocorréncia natural em cafeeiros, porém ndo sao
encontrados na literatura relatos de danos primdrios causados a cultura pela acdo da
alimentacdo do mesmo, sendo sua importancia restrita a capacidade de atuar como vetor do
virus (THOMAZIELLO et al., 2000).

No ano de 1995 foi registrado um surto de mancha anular no sul de Minas Gerais e
Triangulo Mineiro (principais regides produtoras de café do Estado), com cerca de 80 a 100%
de infeccao das plantas cultivadas naquele. Consequentemente as perdas foram em torno de
20% da producao. O aumento na area destinada ao cultivo do café, associado a distirbios
ecologicos além dos efeitos dos agrotdxicos nos inimigos naturais do dcaro pode ter
favorecido o vetor. Outra hipétese levantada na época seria uma possivel mutacdo no virus.
De acordo com Figueira et al., (1995) e Juliatti et al., (1995), estas seriam as provaveis causas
atribuidas a severidade daquele surto.

Os sintomas da doenca ocorrem tanto nas folhas como em frutos e, menos
frequentemente, em galhos ou ramos. Nas folhas, as lesdes iniciam como manchas pequenas,
cloréticas e circunscritas em forma de anel. Algumas vezes sdo irregulares, porém aumentam
de tamanho com a evolu¢do da doenga e podem coalescer e atingir toda a drea foliar,

expandindo-se em alguns casos ao longo das nervuras, tanto a principal quanto as secundarias.



Outras vezes é possivel observar um pequeno ponto necrético bem no centro da lesdo. A
medida que a folha entra em senescéncia, nota-se que a drea lesionada fica como um ponto
e/ou ilhas verdes, enquanto a folha torna-se amarelada (CHAGAS et al., 1978, 2003).

Os sintomas sao dificeis de serem reconhecidos em frutos verdes, pois se apresentam
como manchas verde-claras. Nas variedades de café cujos frutos possuem coloracdo vermelha
quando maduros, branqueamento, manchas verde-claras ou anéis de diferentes diametros
podem ser vistos na superficie dos mesmos. Anéis freqiientemente deprimidos podem
deformar a polpa dos frutos, porém as sementes permanecem aparentemente sadias. Em
variedades com frutos amarelos, quando maduros, anéis verdes aparecem na superficie, mas
tendem a desaparecer nos frutos mais velhos. Plantas severamente afetadas apresentam queda
acentuada de folhas e frutos (CHAGAS et al., 1978, 2003).

Graos de café provenientes de frutos infectados pelo CoRSV apresentam reducao de
5% de peso médio, quando comparados com graos de frutos assintomdticos. Outro efeito da
virose no café é que frutos sintomdticos apresentam menor teor de agucares redutores, menor
atividade da polifenoloxidase e maior percentual de compostos fendlicos. Tais caracteristicas

depreciam a qualidade da bebida (BOARI et al., 2006; REIS; CHAGAS, 2001).

Classificacio, caracterizacao e biologia do acaro Brevipalpus phoenicis

O 4caro B. phoenicis ou 4caro plano, como € comumente chamado, pertence a classe
Arachnida, subclasse Acari, ordem Acariforme, subordem Prostigmata, superfamilia
Tetranychoidea e familia Tenuipalpidae. Mais de 300 espécies de &caros do género
Brevipalpus ja foram descritas e catalogadas, sendo as espécies consideradas pragas de maior
importancia para o Brasil sdo: B. californicus, B. obovatus e B. phoenicis, por estarem
envolvidas na transmissdo de virus. A diferenciac@o entre estas trés espécies € realizada pela
observacdo de caracteres morfologicos tais como: padrao cuticular do dorso do dcaro, niimero
de setas dorsais no histerossoma e nimeros de solenidios no tarso II da fémea (GONZALES,
1975; MORAES; FLECHTMANN, 2008; WELBOURN et al., 2003).

O 4caro vetor do CiLV-C e CoRSV ¢é B. phoenicis e as caracteristicas anatomo-
morfoldgicas que o distingue das duas outras espécies sdo: B. californicus possui seis pares de
setas dorso-laterais, enquanto B. phoenicis € B. obovatus apresentam apenas cinco pares. Em
relacdo a estas duas dltimas espécies, B. phoenicis possui dois solenidios no tarso II da fémea,

enquanto B. obovatus possui apenas um (WELBOURN et al., 2003).



As fémeas adultas atingem 0,30 x 0,18mm e sua coloragdo € varidvel. Diferencas na
idade, alimento e condi¢cdes de temperatura t€ém grande influéncia na cor do seu corpo.
Quando recém-emergida, a drea entre os ocelos (que sdo vermelhos) € alaranjada e o restante
do corpo é amarelo-claro, translicido com algumas manchas pardas. A medida que a fémea se
alimenta, um nitido padrdao verde-escuro a negro, em forma de “H”, aparece no idiossoma
(FLECHTMANN et al., 1995). Este padrao desaparece gradativamente e as fémeas adquirem
novamente a coloragdo alaranjada a carmim pouco antes da morte. Os machos t€m o
opistossoma afilado posteriormente, sendo uma caracteristica marcante na diferenciacdo entre
machos e fémeas. Dorsalmente, mostram duas suturas transversais e o tegumento € reticulado
(FLECHTMANN et al., 1995).

Cerca de 928 diferentes espécies de plantas, que compdem 513 géneros com
aproximadamente 139 familias, j4 foram relatadas como hospedeiras de Brevipalpus spp.
Deste montante, algo em torno de 486 espécies que compdem 118 géneros distribuidos em
pelo menos 64 familias sdo hospedeiras de B. phoenicis. Dentre elas destacam-se as familias
Annonaceae, Bombacaceae, Cannaceae, Cyrillaceae, Dennstaedtiaceae, Gentianaceae,
Iridaceae, Juglandaceae, Lauraceae, Myricaceae, Nepenthaceae, Passifloraceae, Pedaliaceae,
Pinaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Sterculiaceae, Strychaceae, Taxodiaceae e Zygophyllaceae,
em que muitas delas sdo cultivadas em extensas areas no Brasil (CHILDERS et al., 2003a).
Diversas plantas daninhas também siao hospedeiras de B. phoenicis, contudo no Brasil ele é
considerado praga de importancia econdmica apenas em citros, café, chd, diversas frutiferas e
plantas ornamentais (MORAES; FLECHTMANN, 2008; OLIVEIRA, 1986; TRINDADE,
1990). Além dos virus da leprose dos citros e mancha anular do cafeeiro, dcaros Brevipalpus
tém sido relatados como transmissores de numerosas fitoviroses, todos caracterizados por
resultarem em sintomas localizados. Kitajima et al. (2010) relataram cerca de 37 espécies de
plantas ornamentais, incluidas em 18 familias botanicas, como hospedeiras de virus
transmitidos por Brevipalpus (VTB).

O ciclo de vida de B. phoenicis é constituido pelas fases de ovo, larva, protoninfa,
deutoninfa e adulto, sendo que entre cada estddio ativo existe uma fase quiescente que nao se
alimenta (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Este acaro se reproduz principalmente por
partenogénese telitoca, isto €, fémeas ndo fecundadas dao origem a fémeas idénticas a
progenitora. Pode haver reproducdo sexuada, porém os machos sdo normalmente raros na
populagdo, aproximadamente 1% (HELLE et al., 1980). Estudos sobre a biologia de B.
phoenicis em laranja das variedades Péra Rio e Valéncia revelaram que o aumento da

temperatura propicia um desenvolvimento mais rdpido, assim como o0 aumento na oviposi¢ao.



A maior viabilidade da fase larval (caracterizada como fase critica) foi observada a 25°C.
Nessa temperatura, o periodo de desenvolvimento de ovo a adulto dura 19,2 dias, enquanto a
20°C a duragao foi de 43,5 dias. Na temperatura de 30°C o tempo de desenvolvimento é de
apenas 14,4 dias (CHIAVEGATO, 1986a).

Brevipalpus phoenicis ocorre durante todo o ano em culturas como café e citros,
porém ha determinados periodos em que a sua densidade populacional atinge niveis mais
elevados, sendo diretamente proporcional ao aumento da temperatura. Este &caro
normalmente prolifera com maior intensidade nos meses secos, porém outros fatores também
interferem em sua densidade populacional, dentre os quais se destacam: a fenologia das
plantas, a cultivar, as condi¢cdes meteoroldgicas, a presenca de predadores e de possiveis
agentes patogénicos (OLIVEIRA, 1986, 1995).

No caso de citros, o dcaro pode ser encontrado em diferentes espécies e hibridos (C.
aurantifolia, C. aurantium, C. grandis, C. limon, C. limon x C. reticulata, C. sinensis x C.
reticulata, C. limettiodes, C. limonia, C. maxima, C. medica, C. paradisi, C. reticulata, C.
sinensis, C. spectabilis, Citrus spp.). Tem sido observado experimentalmente que algumas
variedades, como laranjas Caipira, Bahia, Baianinha, Valéncia, Péra Rio e natal e o tangor
Murcott sao muito favordaveis ao desenvolvimento de B. phoenicis (CHILDERS et al., 2003b;
OLIVEIRA, 1995), enquanto outras como a lima da Pérsia, lima 4cida e limao Siciliano se
comportam como pouco favoraveis (CHIAVEGATO; MISCHAN, 1987).

Em estudos realizados sobre a biologia comparada de B. phoenicis em diferentes
cultivares de café, observou-se que as cultivares mais favordveis para a multiplicacdo de B.
phoenicis foram Apoatd, Mundo Novo e Obata, baseando-se nas taxas finitas de crescimento
populacional. Neste mesmo estudo foi possivel observar ainda que a cultivar Icatu Vermelho
mostrou ser a menos favordvel a multiplicacdo de B. phoenicis (MENDONCA, 2006). Deve-
se mencionar que a mancha anular do cafeeiro foi constatada em vdrias outras espécies de
Coffea, bem como hibridos, mantidos na cole¢cdo de germoplasma do Centro APTA Café do

Instituto Agrondmico de Campinas (KITAJIMA et al., 2011, no prelo).

Virus transmitidos por Brevipalpus — VTB

Os virus de plantas sdo bastante diferentes dos outros fitopatdgenos, ndo apenas no
tamanho e forma, mas também na sua constituicio quimica, estrutura fisica, métodos de
infec¢do, multiplicacdo, movimento no interior do hospedeiro, disseminacdo e sintomas que

produzem. A disseminagdo de virus entre plantas ocorre de diversas maneiras, a saber:
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material de propagagdo vegetativa infectada (mudas, borbulhas, enxertia etc.), transmissao
mecanica, sementes infectadas, grados de podlen, plantas epifitas e/ou parasitas e ainda por
vetores como fungos, nematoéides, insetos e dcaros (AGRIOS, 2005; HULL, 2002).

Em se tratando de &4caros, as principais familias cujos membros estdo envolvidos no
processo de transmissdo de virus de planta sdo: Eriophyiidae - Aceria tosichella vetor de
Wheat streak mosaic virus (WSMV); Tetranychidae - Petrobia latens vetor de Barley yellow
streak mosaic virus (BaYSMV) e Tenuipalpidae — Brevipalpus sp. vetor de Citrus leprosis
virus C (CiLV-C), Coffee ringspot virus (CoRSV), Clerodendrum chlorotic spot virus
(CICSV), Hibiscus chlorotic spot virus (HCSV), Malvaviscus ringspot virus, Solanum
violaefolium ringspot virus (SVRSV), Passion fruit green spot virus (PFGSV), Hibiscus green
spot virus (HGSV), Ligustrum ringspot virus (LiRSV), Orchid fleck virus (OFV), entre outros
(FERREIRA et al., 2007; KITAJIMA et al., 2003, 2010; HULL, 2002).

O estabelecimento das relacdes existentes entre dcaros Brevipalpus e o virus da
leprose dos citros foi evidenciado inicialmente na Argentina (FREZZI, 1940). A espécie foi
identificada como Tenuipalpus pseudocuneatos, considerado sinonimia de Brevipalpus
obovatus. Dois anos mais tarde, foi comprovado que este mesmo acaro atuava como vetor do
agente causal da “lepra explosiva” do ligustro e da laranja (VERGANI, 1942; VERGANI,
1945). No Brasil, Musmeci; Rossetti (1963) demonstraram que a leprose era transmitida por
B. phoenicis, tendo sido considerada a principal espécie vetora do virus onde a leprose
ocorria. Chagas (1973) provou que o virus da mancha anular do cafeeiro é transmitido por B.
phoenicis. Outros dois virus, o da pinta verde do maracujazeiro (Passion fruit greenspot virus
- PFGSV) e o da mancha das orquideas (Orchid fleck virus - OFV), foram considerados como
sendo transmitidos por B. phoenicis e B. californicus, respectivamente (KITAJIMA et al.,
1997; MAEDA et al., 1998).

Problemas acarretados por VTB sdo cada dia maiores e representam uma ameaga para
as areas ndo afetadas. Até 1990, sabia-se da existéncia de cinco VITB e hoje esse niimero
aumentou significativamente, para aproximadamente 40, o que mostra a importancia
crescente do grupo e evidencia o interesse nao apenas cientifico, mas também econdmico e
epidemioldgico do grupo (KITAJIMA et al., 2003, 2010).

Os sintomas produzidos pelos VTB ocorrem de maneira localizada, tanto em folhas
quanto em ramos e frutos. As lesdes sdo cloréticas e algumas vezes anelares, podendo ocorrer
necrose do tecido vegetal num estddio mais avancado (FRANCKI et al., 1981).

As particulas de varios VTB sdo baciliformes e morfologicamente semelhantes entre

si. Porém, esses virus sdo divididos em dois grupos: os citoplasmaticos (VTB-C) e os
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nucleares (VTB-N), em funcdo do local de actimulo em células infectadas e também do efeito
citopatico que causam nas mesmas. Os VTB-C, apresentam morfologia da particula do tipo
baciliforme e curta, apresentando membrana e medem cerca de 50-60 nm de largura e 110-
120 nm de comprimento. Ocorrem isolados ou agrupados no Ilimen do reticulo
endoplasmdtico (RE), entretanto, os virions ocasionalmente sdo vistos na cavidade
perinuclear, possivelmente migrando do reticulo endoplasmético. Os VITB-N sdo do tipo ndo
envelopados, medem 40-50nm x 100-110nm, e localizam-se no nucleo (viroplasma e/ou
nucleoplasma), comumente associados com membranas tanto do envelope nuclear (EN)
quanto do RE. Exemplos de VTB-C sdao o CiLV-C, PFGSV, LiRSV e SvRSV, enquanto
OFV, CICSV e CoRSV sio alguns exemplos de VIN-N (KITAJIMA et al., 2003; KONDO et
al., 1998, 2003; RODRIGUES et al., 2003).

Em funcdo das semelhancas morfoldgicas (particulas baciliformes) e de possuirem
representantes que acumulam no citoplasma ou no nucleo de células infectadas, os VIB
foram originalmente considerados membros tentativos da familia Rhabdoviridae. Isso porque
os rhabdovirus sdo divididos em seis géneros, sendo que dois deles (Cytorhabdovirus e
Nucleorhabdovirus) possuem representantes que infectam plantas. Entretanto, o
sequenciamento completo do genoma do CiLV-C demonstrou que o virus ndo apresenta
nenhuma similaridade com rhabdovirus, em se tratando do nivel de sequéncia nucleotidica,
organizacdo genOmica e/ou possiveis estratégias de replicacdo. Entretanto os rhabdovirus
apresentam genoma monopartido contendo RNA de fita simples e sentido negativo (-ssSRNA),
enquanto o CiLV-C possui genoma do tipo sentido positivo (+ssRNA) e bipartido, sendo que
o RNAI apresenta 8.745 nucleotideos (nt) e 0 RNA2 4.986nt (LOCALI-FABRIS et al., 2006;
PASCON et al., 2006). Uma vez que o CiLV-C mostrou-se diferente de todos os outros virus
de plantas caracterizados, propds-se a criagdo de um novo género de fitovirus, Cilevirus (de
Citrus leprosis virus C), sem familia atribuida até o momento, tendo o CiLV-C como seu
membro-tipo (LOCALI-FABRIS et al., 2006, 2008). Essa proposta foi recentemente aceita
pelo comité internacional de taxonomia de virus (International Comitee on Taxonomy of
Viruses - ICTV) (CARSTENS, 2010). Apesar de CiLV-C ser o tnico VITB-C com o genoma
completamente sequenciado, outros virus desse grupo (PFGSV, SvRSV, LiRSV) tiveram
regides de seus genomas sequenciadas e apresentam similaridade com o CiLV-C, sugerindo
que possivelmente outros VTB-C sejam também pertencentes ao género Cilevirus
(ANTONIOLI-LUIZON et al., 2009; FERREIRA et al., 2007; LOCALI-FABRIS; FREITAS-
AST(JA; MACHADO, comunicagdo pessoal).
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Dentre os VITB-N, o unico a ter seu genoma completamente sequenciado foi o Orchid
fleck virus (OFV) (KONDO et al., 2006). Esse virus também foi inicialmente classificado
como um membro tentativo da familia Rhabdoviridae e o sequenciamento, a estrutura e a
organizacdo de seu genoma confirmaram essa classificacdo. No entanto, apesar de haver
similaridade especialmente com os nucleorhabdovirus, o fato de seu genoma ser do tipo —
ssSRNA bipartido (enquanto os nucleorhabdovirus sdo monopartidos) levou a proposta da
criacdo de um novo género dentro da familia Rhabdoviridae, denominado Dichorhabdovirus
(KONDO et al., 2006). Essa classificagdo, no entanto, nao pode ser considerada oficial, uma
vez que a proposta da criacdo desse género nao foi submetida ao ICTV. De maneira analoga
aos VTB-C, sequéncias parciais de outros VIB-N, como CoRSV e CICSV, sugerem que eles
também devam ser classificados como dichorhabdovirus (LOCALI-FABRIS, KUBO,
FREITAS—AST(JA; KITAJIMA; MACHADO, comunicacdo pessoal).

Caracterizacao das relacoes virus-vetor

Os virus que infectam vegetais ndo possuem mecanismos que os tornem capazes de
penetrar diretamente no interior da célula pela superficie intacta do hospedeiro. Entretanto, ha
uma alta especificidade nos mecanismos utilizados por esses patégenos, que os permitem
superar esta inabilidade de penetracdo. Tal especificidade tem implicagdo direta na
sobrevivéncia e transmissao dos virus de plantas na natureza. A penetragdao do virus na célula
da planta se d4 de forma passiva, através de ferimentos provocados muitas vezes por fatores
ambientais ou por meio de vetores (HULL, 2002; STANGE, 2006).

Virus ndo tem no seu genoma informagdes que permitam sua replicacdo independente
e, portanto, dependem da maquinaria metabdlica da célula hospedeira para este mister. Os
genomas dos virus, apesar de simples, sao muito varidveis (RNA ou DNA; fita simples ou
dupla; senso positivo, negativo ou ambisense; fita unica ou fragmentada) (HULL, 2002;
TSAIL 2006). Consequentemente, as estratégias de replicacido sdo variadas: no citoplasma ou
no nucleo; transcri¢des diretas ou retrotranscri¢des, raras incorporagdes do genoma no
hospedeiro etc. O sucesso da replicacdo dos virus na célula hospedeira depende de varias
circunstancias: introdu¢do com sucesso no interior da célula, auséncia de mecanismos que
impecam sua desencapsidacdo e degradacdo do 4cido nucléico viral. Mesmo apds alguma
replicacdo inicial, os virus dependem da auséncia de mecanismos de silenciamento génico da
hospedeira ou apresentar um bom supressor de silenciamento. Ainda depende da eficiéncia de

informagdes no genoma do virus que permitam contornar mecanismos de silenciamento e
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outros, e da atuacdo das proteinas de movimento que permitam o transporte de material
replicativo de célula para célula e disseminacdo a longas distancias (HULL, 2002).

A maioria dos fitovirus € transmitida da planta infectada para planta sadia por meio de
vetores. De cerca dos 22 filos de invertebrados, apenas dois possuem membros que atuam
como vetores de virus que infectam plantas, sendo eles o Arthropoda e o Nematoda. Em se
tratando do filo Arthropoda, duas sdo as classes conhecidas como tendo vetores de fitovirus, a
saber: Hexapoda (Insecta) e Arachnida. Apenas na ordem Acari da classe Arachnida sdo
encontrados membros que estdo envolvidos com a transmissdo natural de fitovirus. Deve-se
considerar também o reconhecimento de certos fungos que atuam como vetores de virus de
plantas (HULL, 2002).

As interacOes entre os virus e seus vetores apresentam particular interesse, tanto do
ponto de vista cientifico quanto no desenvolvimento de novas abordagens para o controle das
doencas por eles causadas. Estes interesses podem ser considerados sob dois pontos de vista.
Em primeiro lugar, tais vetores sdo o principal método de propagagdo de virus no campo,
podendo causar perdas econOmica irreversiveis. Em segundo lugar, hd um considerdvel
interesse bioldgico e molecular nas relacdes virus-vetor, especialmente porque tem sido
mostrado que alguns virus conseguem se multiplicar no interior do vetor (HULL, 2002).

Aproximadamente 80% dos virus de planta dependem de insetos vetores para a
transmissdo (outros vetores sdo dcaros, nematdides e fungos), e as interagdes virus-planta-
vetor sdo muito especificas. Recentes introdu¢des de begomovirus nas Américas ocorreram a
partir da introducdo do vetor Bemisia tabaci biétipo B no continente. Esta propagacdo pode
ter contribuido para que um virus pré-existente fosse transmitido a uma série de culturas numa
ampla regido geografica (HOHN, 2007; POWER, 2000).

A evolugdo dos virus que dependem de um vetor para se mover planta a planta é
limitada ndo sé pela adaptacdo destes a planta hospedeira, mas também pelas exigéncias de
compatibilidade com o vetor. Toda transmissdo requer algum tipo de especificidade virus-
vetor, embora o grau de especificidade varie muito entre os patossistemas. Virus que sdao
transportados no aparelho bucal do vetor sdo considerados aqueles que tém menores relacdes
especificas com os mesmos e, ainda assim, dependem de uma complexa interacdo com
compostos associados aos vetores (POWER, 2000).

O aumento na gama de hospedeiros dos vetores incrementa a variedade de virus que
sdo capazes de transmitir, o que implica que a distribui¢do do virus € mais limitada pela
especificidade das relagdes virus-vetor do que pela especificidade virus-planta.

Considerando que muitos virus t€ém um leque muito restrito de vetores, quando comparados a
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ampla gama de hospedeiros, nenhum virus teria uma estreita faixa de plantas hospedeiras se
eles tivessem muitas espécies de vetores. Porém, a gama de hospedeiros do vetor determina
em grande parte a gama de hospedeiros do virus, sugerindo que o virus pode se adaptar a
novos hospedeiros muito facilmente (GRAY; BANERIJEE, 1999; POWER, 2000).

O modo de transmissdo de virus de plantas por inseto e/ou dcaros vetores, tem sido
categorizado de acordo com o tipo de associacdo que este estabelece com o seu transmissor.
As primeiras propostas do modo de transmissao foram feitas em 1930 com base na duragdo da
retencdo do virus no vetor. Assim, dois modos de transmissao foram propostos: transmissao
nao-persistente devido ao curto periodo de retengdo do virus no vetor e transmissao
persistente, pelo longo periodo de tempo de retencao do virus no mesmo, que frequentemente
ocorre por toda a vida deste (vetor). Com o passar do tempo, diversos virus mostraram um
periodo de retencdo intermedidrio no vetor, sendo entdo postulado um novo modo de
transmissdo, denominado transmissdo semi-persistente. Mais adiante uma nova classificagao
na terminologia foi proposta e amplamente aceita, na qual a transmissdo ndo-persistente
passou a ser chamada também de estiletar, enquanto a persistente é hoje referida como
circulativa. Anos mais tarde, ela foi subdividida em persistente circulativa ndo propagativa e
persistente circulativa propagativa, ou simplesmente persistente circulativa e persistente
propagativa (GRAY; BANERIJEE, 1999; HOGENHOUT et al., 2008; HULL, 2002). Em
decorréncia disso, alguns parametros foram atribuidos a cada modo de transmissao, descritos
abaixo:

Transmissao nao-persistente ou estiletar — o virus ¢ adquirido e inoculado durante a
picada de prova, periodo que dura de poucos segundos a alguns minutos, sendo rdpida a
aquisicdo e inoculagcdo do virus. O tempo de retengdo também € curto (minutos). A picada de
prova consiste em uma rapida insercdo e retirada do estilete no tecido vegetal com o objetivo
de verificar se o hospedeiro é adequado a sua alimentacdo. Nao ha requerimento de periodo
de laténcia no vetor, tampouco transmissao trans-estadial nesse tipo de transmissdo, ou seja,
ndo hd passagem do virus no processo de ecdise do vetor. Frequentemente, os virus
envolvidos neste processo sao transmitidos por muitas espécies de afideos como no caso do
virus do mosaico do mamoeiro (Papaya ringspot virus P, PRSV-P), transmitido por Myzus
persicae Sulzer, Aphis gossipii Glover, A. fabae Scopoli, A. coreopsidis Thomas, Aphis sp. e
Toxoptera citricidus Kirkaldy (HULL, 2002; INOUE-NAGATA; NAGATA, 2002; GRAY;
BANERIJEE, 1999; HOGENHOUT et al., 2008; WHITFIELD et al., 2005).

Transmissao Semi-persistente — o virus necessita de um periodo maior (algumas

horas) de alimentacdo, para ser adquirido e inoculado pelo vetor, quando comparado com o
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modo ndo-persistente. Estes possuem uma gama restrita de espécies vetoras. Como exemplo
cita-se o virus da tristeza dos citros (Citrus tristeza virus - CTV), cujo vetor é o afideo
Toxoptera citricidus Kirkaldy (HULL, 2002; INOUE-NAGATA; NAGATA, 2002).

Transmissao Persistente circulativa — nesse caso, o virus necessita de um longo
periodo de aquisi¢do (horas a dias) e apresenta longa reten¢do (dias a semanas). Os virus
circulativos ndo propagativos sdo ingeridos, atravessam o trato digestivo e sdo liberados na
hemocele. Em seguida, se associam as glandulas salivares acessorias e sao transportados pelas
células e liberados pelo canal salivar. Nao hé relatos de infeccdo das células do intestino do
vetor por parte do virus. Esse circulo € restrito e para passar por ele com sucesso, a proteina
capsidial do virus tem que manter uma especificidade antigénica com células vesiculares do
vetor. Estes possuem uma restrita gama de vetores e ha ocorréncia de transmissao trans-
estadial, isto €, passam de uma fase a outra do vetor mesmo apds vdrias ecdises, podendo
permanecer o vetor virulifero por toda a sua vida. Estes virus necessitam de um periodo de
laténcia que vai de poucas horas a dias para a transmissdo. Neste modo de transmissdo nao ha
multiplicacdo do virus no interior do vetor. Caso tipico de transmissao persistente circulativa
ndo propagativa é o do virus do enrolamento da folha da batata (Potato leafroll virus -
PLRYV), cujo vetor € o pulgdo M. persicae (HOGENHOUT et al., 2008; HULL, 2002;
INOUE-NAGATA; NAGATA, 2002; WHITFIELD et al., 2005).

Transmissao persistente propagativa — virus circulativos propagativos sdo aqueles
que replicam no vetor. Apds a ingestdo, o virus vai infectar células do intestino e
subsequentemente outras células, e em seguida, associam-se as glandulas salivares principais
e possivelmente as acessorias e depois sdo liberados pelo canal salivar. O tempo para
aquisicdo é relativamente longo, necessitando também de um periodo de laténcia para a sua
transmissao, pois as particulas deste tipo de virus alocam-se na hemolinfa do vetor. Neste tipo
de interacdo, o virus multiplica-se no vetor e frequentemente ocorre transmissao
transovariana, ou seja, a passagem de particulas virais para a progénie. Um exemplo de
transmissdo persistente propagativa € o virus do vira-cabeca do tomateiro (Tomato spotted
wilt virus - TSWV) cujo vetor € o tripes Frankliniella occidentalis Pergande (HULL, 2002;
INOUE-NAGATA; NAGATA, 2002; WHITFIELD et al., 2005).

Para Chiavegato (1995), a aquisicido do CiLV-C pelo 4caro ocorre por meio da
alimentacdo em substratos onde hd a presenca do virus e todos os estddios ativos de
desenvolvimento do dcaro s@o capazes de transmiti-lo para a planta hospedeira. Segundo
Chiavegato e Salibe (1986b) as larvas sdo capazes de transmitir o CiLV-C apds 24 horas da

aquisicdo, mais rapidamente que ninfas e adultos. Uma vez que o 4caro tenha adquirido o
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CiLV-C na fase larval, este serd capaz de transmiti-lo para a planta por toda a sua vida
(OLIVEIRA, 1986).

Knorr (1968) relata transmissdao transovariana do CiLV para as progénies de B.
obovatus e B. californicus mas ndo para B. phoenicis. Contudo, estes dados ndo foram até
hoje confirmados. Apenas a transmissdo transestadial foi comprovada tanto do CiLV-C,
quanto do CoRSV, ou seja, tais virus ndo passam da fémea para a prole via ovo. Portanto,
uma vez eclodido o ovo, as larvas precisardo se alimentar diretamente sobre a lesdo para
tornarem-se viruliferas e somente a partir dessa fase o virus consegue passar para os estadios
de desenvolvimento subsequente (BOARETTO et al., 1994; COSTA et al., 2009; NOVELLI
et al., 2005; RODRIGUES et al., 1997). Como conseqiiéncia de um trabalho de Rodrigues et
al. (1997) relatando detec¢do de particulas do CiLV-C nos tecidos do dcaro B. phoenicis,
criou-se um consenso de que CiLV-C replicar-se-ia no dcaro. Contudo, estudos subseqiientes
indicam que a identificacdo feita por aqueles autores teria sido equivocada (E. W.
KITAJIMA, comunicacdo pessoal). As particulas visualizadas por Rodrigues et al. (1997)
seriam material paracristalino no interior de granulos de gema do ovo ainda em formacdo
dentro da fémea. Particulas identificadas como sendo do CiLV-C, através de ensaios de
imunolocalizagdo in situ, foram observadas entre membranas de células adjacentes (epitélio
do tubo digestivo, glandulas prosomais e outros 6rgdos no prosoma de vérios dcaros
procedentes de colonias mantidas em plantas e/ou frutos infectados (CALEGARIO, 2009).
Nao ha informagdes precisas de como as particulas chegam a estes sitios € como saem pelo
canal estiletar para infectar a planta. Nao foram detectados viroplasmas nos tecidos do 4caro
(KITAJIMA et al., 2008). Ensaios preliminares de gPCR néo indicaram aumento do titulo do
CiLV-C nos écaros que se alimentaram em tecido infectado (NICOLINI-TEIXEIRA, 2008).
Todos estes dados em conjunto sugerem fortemente que CiLV-C apenas circula no interior do
acaro, sem se replicar, e assim a relacdo virus/vetor seria do tipo persistente-circulativa, ndo
propagativa.

Contudo, héd evidéncias histolégicas de que pelo menos para alguns dos VTB hd
replicacdo nos tecidos do dcaro. Foi detectada a presenca de viroplasma em nucleos de células
do epitélio intestinal e de glandulas prosomais, além da presenga de particulas no nicleo e
citoplasma, reproduzindo o efeito citopdtico observado nos tecidos das plantas infectadas. Os
casos analisados foram em B. phoenicis colonizando plantas de Clerodendrum speciosum e
Malvaviscus arboreus infectadas pelo CICSV, cafeeiro infectado pelo CoRSV, citros pelo

infectado CiLV-N, e orquidea infectada pelo OFV. Estes dados sugerem fortemente que estes
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virus se replicam no tecido do 4caro vetor, enquanto o CiLV-C apenas circularia (KITAJIMA

et al., 2007; KITAJIMA:; FREITAS-ASTUA; comunicagdo pessoal).

PCR quantitativo em tempo real (qQPCR)

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) difere da PCR classica pela
mensura¢ao do produto de PCR amplificado em cada ciclo, permitindo a detec¢ao de um dado
acido nucléico alvo de maneira ripida, especifica e muito sensivel, como também a
quantificacdo absoluta inicial do material alvo (BUSTIN, 2000). Basicamente existem dois
tipos de quantificagdo, a absoluta e a relativa. Na quantificacio absoluta ocorre a
determinagcdo do nimero exato de moléculas, enquanto na quantificagdo relativa € realizada
uma andlise comparativa do dcido nucléico alvo com o do controle interno ou do calibrador.
As estratégias capazes de detectar os produtos amplificados por qPCR usam corantes
fluorescentes e o processo combina amplificagdo e deteccao dos produtos amplificados pela
mensuragdo da fluorescéncia (BUSTIN, 2000; GINZINGER, 2002).

Bhohm et al. (1999) foram os primeiros a empregar a técnica de qPCR em plantas,
monitorando a presenca de patdgenos em espécies hospedeiras. Desde entdo, qPCR vem
sendo amplamente utilizada para a quantificacdo de virus em seus hospedeiros naturais tais
como: Barley yellow dwarf virus (BYDV) e Cereal yellow dwarf virus (CYDV) (BALAJI et
al., 2003), Plum pox virus (PPV) em plantas infectadas e no afideo vetor (OLMOS et al.,
2005; SCHNEIDER et al., 2004; RUIZ-RUIZ et al., 2007; MORENO et al., 2009). Cucumber
vein yellowing virus (CVYV) (PICO et al., 2005), Solenopsis invicta virus (SINV)
(HASHIMOTO et al., 2007), Grapevine lefroll associated viruses 1-5 e 9 (GLRaVs)
(OSMAN et al., 2007), Citrus tristeza virus (CTV), tanto na planta, quanto no vetor
(CAMBRA et al., 2006; SAPONARI et al., 2008; BERTOLINI et al., 2008). Rice stripe virus
(RSV) tanto em plantas quanto no vetor (ZHANG et al., 2008), entre outros, justificando a

importancia de realizar estudos dessa natureza.
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Capitulo I1

Deteccao e quantificacao do Citrus leprosis virus C em Brevipalpus phoenicis

por qPCR
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RESUMO

A leprose dos citros € causada pelo Citrus leprosis virus C (CiLV-C) e transmitida por
Brevipalpus phoenicis (Geijskes). As interacdes envolvidas sdo extremamente complexas e os
mecanismos envolvidos nestas interacdes tém sido parcialmente elucidados. O objetivo deste
trabalho foi determinar o tipo de relagdo entre CiLV-C e B. phoenicis, através de testes de
transmissao, técnicas de microscopia eletronica de transmissdo (MET) e reacdo em cadeia da
polimerase quantitativo em tempo real (qQPCR). Fémeas adultas de B. phoenicis aviruliferas
foram submetidas ao periodo de acesso para a aquisicdo (PAA) do CiLV-C durante cinco
dias. Em seguida, foram transferidas para os seguintes hospedeiros: feijao-de-porco (nao
hospedeira do virus), fruto de laranja Péra sintomatico e fruto de laranja Péra sadio. Em
seguida, foram coletadas em diferentes tempos (0; 7 ; 14 e 21 dias) apés a infestagao,
constituindo-se em diferentes tratamentos. A qPCR revelou que ndo houve aumento da carga
viral, independentemente do tempo de confinamento nos diferentes tratamentos. A MET ndo
detectou particulas de CiLV-C. A transmissao foi de 83, 75 e 58% para os tratamentos fruto
de laranja sintomadtico, feijdo-de-porco e frutos de laranja sadio, respectivamente. Os

primeiros sintomas foram observados aos 3045 dias apds o confinamento dos 4caros. Estes
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resultados indicam que o tipo de interacdo entre o CiLV-C e B. phoenicis é persistente

circulativa, ndo propagativa.

Palavras-chave: Citros, leprose, dcaro, transmissao, virus-vetor.
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ABSTRACT
Detection and quantitation of Citrus leprosis virus C in the Brevipalpus phoenicis

(Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae) by qPCR

The citrus leprosis disease is caused by Citrus leprosis virus C (CiLV-C) and
transmitted by Brevipalpus phoenicis. The interactions virus-vector are extremely complex
and the mechanisms involved in this interactions have been partially elucidated. The aim of
this study was to determine the type of relationship established between CiLV-C and B.
phoenicis through assays transmission, transmission electron microscopy (TEM) and real time
quantitative polymerase chain reaction (QPCR). Adult females of B. phoenicis were submitted
to acquisition access period (AAP) of virus during five days. After this time they were
transferred to the following treatments: mungbean (Canavalia ensiformis, non-host of the
virus), symptomatic fruit orange Péra and healthy fruit orange Péra. In next, was collected in
different periods: 0; 7; 14 and 21 days after infestation, constituted in different treatments.
The qPCR revealed no increase in viral titer over the time in any of the treatments evaluated.
In TEM, it was not possible to detect particles of CiLV-C. The transmission was 83, 75% and
58% for the treatments symptomatic fruit orange, mungbean and healthy fruit orange,
respectively. The first symptoms were observed 30+5 days after the mites infestation. These
results indicate that the interactions type between CiLV-C and B. phoenicis is of type

persistent circulative, non-propagative.

Keywords: Citrus, leprosis, transmission virus-vector.
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INTRODUCAO

A ocorréncia da leprose tem ocasionado reducdo na produtividade da citricultura
brasileira. Esta doenca é causada pelo Citrus leprosis virus C (CiLV-C) e transmitido por
Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae). Atualmente no Brasil, cerca de 10 a
15% do custo de producdo de variedades de laranja doce corresponde a aplicacdo de
acaricidas visando o controle do B. phoenicis (MAIA; OLIVEIRA, 2005; RODRIGUES et al.,
2005).

Problemas acarretados por &4caros do género Brevipalpus e pelos virus a estes
associados (virus transmitidos por Brevipalpus-VTB) representam uma ameaga crescente. Até
1990 eram conhecidos, cinco VTB. Hoje este nimero aumentou significativamente, chegando
a aproximadamente 40. Isto mostra a importancia crescente do grupo (KITAJIMA et al.,
2003; KITAJIMA et al., 2010).

Os sintomas causados pelos VIB ocorrem de maneira localizada tanto em folhas
quanto em ramos e frutos. Sdo expressos na forma de manchas foliares, geralmente cloréticas
e algumas vezes anelares, com pontos necrdticos no centro da lesdo, de coloragdao
amarronzada. Podem ocasionar queda prematura de folhas e frutos. Quando em alta
incidéncia e severidade pode reduzir a vida ttil de uma planta (BASSANEZI; YAMAMOTO,
2004; BASTIANEL et al., 2010).

Diferentes interacdes ocorrem entre a planta, o virus e cada estdgio do ciclo de vida do
vetor. Tais interacdes apresentam particular interesse tanto do ponto de vista epidemioldgico,
quanto para o estabelecimento de novas medidas de controle de viroses (HULL, 2002).

O entendimento do processo de transmissdo requer consideragdes detalhadas, que
envolvem os aspectos de aquisi¢do, relacdes virus-vetor, inoculacdo e desenvolvimento da
doenca. Técnicas de imunocitoquimica, microscopia eletronica de transmissao (MET) e PCR
quantitativo em tempo real (QPCR) sdao ferramentas poderosas para o entendimento das
interagdes existentes entre os virus e seus vetores (BERTOLINI et al., 2008; ULLMAN et al.,
1993).

A quantificagdo de patégenos através da técnica de qPCR tem sido amplamente
utilizada. De acordo com Clementi et al., (1993) diferentes metodologias de quantificacdo
tem sido empregadas no estudo de virus persistente. A quantificacdo deve ser realizada nas
situacOes em que se faz necessdrio determinar o nimero absoluto de copias da sequéncia

alvo. Na literatura € possivel encontrar diversos estudos onde se faz a quantificacdo absoluta
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de patégenos no interior do vetor, com a técnica de qPCR (BERTOLINI et al., 2008;
SAPONARI et al., 2008).

Ullman et al. (1993) comprovou por MET a presenca de viroplasmas em ninfas de
Frankliniella occidentalis (Pergande), e ainda testes imunocitoquimicos revelaram a
existéncia desta NS ligada a células epiteliais do intestino médio do vetor € em virions de
plantas infectadas. Esses resultados indicam que o TSWV consegue replicar no interior do
vetor, tendenciando portanto, a uma interacao do tipo persistente propagativa (WHITFIELD
et al., 2005).

De acordo com os conhecimentos atuais, acredita-se que no patossistema CiLV-C x B.
phoenicis a transmissdo € do tipo persistente circulativa, ndo propagativa, contudo muitas
davidas ainda persistem nesta tese. Portanto, os objetivos deste trabalho sao: (I) estimar se ha
aumento na quantidade de particulas do CiLV-C no interior de B. phoenicis ao longo do
tempo por qPCR; (II) verificar se o CiLV-C forma inclusdes (viroplasmas) no interior
(citoplasma) de células do 4caro vetor por meio de MET; (III) verificar se apds a aquisicdo o

acaro permanece infectivo, mesmo quando permanece em plantas nao-hospedeira do virus.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e criacao da populacio de Brevipalpus phoenicis

Frutos de laranja Péra [Citrus sinensis (L.) Osbeck] no estdgio de desenvolvimento
conhecido como “bola de t€nis” foram coletados em pomares do Centro APTA Citros ‘Sylvio
Moreira’ (CAPTACSM) (22°32 S, 47°27 O) de uma drea sem historico de ocorréncia da
leprose. Os frutos foram transportados para o Laboratério de Acarologia e lavados em agua
corrente, com o auxilio de uma esponja para retirada de residuos, ovos e formas ativas de
artrépodes vindos do campo e finalmente expostos ao ar para secagem. Em seguida, foram
imersos até 1/3 de sua drea em parafina na forma liquida mantida a temperatura de
aproximadamente 50°C. Apds a secagem, no limite entre a drea tratada e ndo tratada foi
colocada cola entomoldgica Tanglefoot com a finalidade de evitar o escape dos dacaros
(CHIAVEGATO, 1986). A superficie do fruto ndo tratada com a parafina recebeu uma
mistura de farinha de trigo, gesso e areia fina na proporcao de 1:1:2, umedecida em dgua, cuja
finalidade foi servir como substrato para oviposi¢cdo (RODRIGUES et al., 2007). Finalmente,
acaros aviruliferos foram transferidos para o fruto, com o auxilio de um pincel de poucos

pélos, e mantidos em uma sala a 25+1°C, umidade relativa ar de 60+5% e fotofase de 10 h. A
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criacdo foi estabelecida de acordo com a metodologia desenvolvida por Chiavegato, 1986a, a
partir de uma populagdo de B. phoenicis mantida no Laboratério de Acarologia do Centro
APTA Citros ‘Sylvio Moreira’ (CAPTACSM). A confirmagdo de que estes eram aviruliferos

foi realizada por RT-PCR convencional, usando os primers de Locali et al., (2003).

Aquisicao do virus pelo vetor

Frutos de laranja Péra com sintomas tipico de leprose (lesdes novas) foram colhidos
em pomares do CAPTACSM e preparados conforme mencionado no item anterior. Acaros
aviruliferos provenientes da populacdo citada no item anterior foram transferidos para estes
frutos e submetidos a um periodo de acesso a aquisi¢cdo (PAA) do virus de cinco dias. Apds
este periodo uma amostra de dez dcaros foram coletados de cada fruto e transferidos para
microtubos de centrifuga de 1,5 mL, para posterior extracdo do dcido ribonucléico (RNA),
sintese de cDNA e reacao em cadeia da polimerase (PCR), a fim de confirmar se estes haviam
adquirido o virus.

Apoés o PAA e confirmada a aquisicdo do virus pelo vetor, os dcaros foram
transferidos para os tratamentos: planta de feijao-de-porco (hospedeiro apenas do virus), fruto
de laranja Péra sintomético e frutos de laranja Péra sadio. Em seguida foram coletadas em
diferentes tempos (0; 7 ; 14 e 21 dias) apés a infestac@o, constituindo-se em diferentes
tratamentos. Cada tratamento foi constituido de trés repeticdes. Todos os tratamentos foram
periodicamente inspecionados para o acompanhamento da oviposicdo e retirada dos ovos,
com a finalidade de evitar que dcaros das geracdes subsequentes fossem coletados e assim nao

mascarar os resultados.

Isolamento do RNA total e sintese de cDNA

Ap6s o periodo de acesso a aquisi¢do, cinco amostras de 10 dcaros viruliferos foram
coletados em cada tratamento e transferidos para microtubos de centrifuga de 1,5mL e
armazenadas em freezer a -80°C para posterior anélise via qPCR. O isolamento do RNA total
do virus foi realizado para os dcaros coletados em cada tratamento e tempo de coleta,
utilizando o RNeasy Plus Micro Kit® (Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante. Apds o
isolamento, o RNA foi ressuspendido em 20uL de 4gua livre de RNase, quantificado em

Nanodrop ND 8000 (Thermo Scientific) e armazenado em freezer a -80°C.
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O cDNA foi sintetizado a partir de 20 ng da fita molde do RNA de cada amostra
utilizando o First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas) em duas etapas, seguindo as
recomendacdes do fabricante, descritas a seguir: em um tubo de microcentrifuga com
capacidade para 0,5 mL adicionou-se 11,5 uLL de RNA + d4gua tratada com DEPC
(Dietilpirocarbonato) e 1pL de random hexamer primer (Fermentas). As amostras foram
submetidas a temperatura de 70°C por 5 minutos e entdo colocadas imediatamente no gelo.
Posteriormente adicionou-se 4uL. do tampao de reacdo da Revertaid (5x), 0,5uL da ribolock™
RNase inhibitor (Fermentas), 2uLL. de dNTP (2,5mM) e 1uL da Revertaid™ H minus reverse
transcriptase (Fermentas). O volume total da reacdo foi de 20uL. A reagdo foi incubada a
37°C por 1 hora e 30 minutos. Ao término da reacdo, as amostras foram armazenadas em

freezer a -80 °C.

Construcao das curvas-padrao para o CiLV-C

Para a obtencdo da curva-padrdo para uma regido do gene que codifica a Helicase
(gene Hel), foram utilizadas solugdes de plasmideo, contendo o respectivo inserto. O RNA
viral foi amplificado através de transcri¢io reversa e PCR convencional, utilizando primers
externos. Em seguida o produto da PCR foi clonado por meio de ligagdo a um plasmideo
contendo promotor T7 e replicado em células competentes de Escherichia coli DHS alpha.
Posteriormente, foram selecionadas cerca de 5 a 10 coldnias que apresentavam o plasmideo
recombinante € o cDNA isolado por meio de miniprep. O passo seguinte foi identificar as
colOnias que apresentavam o inserto (segmento alvo), este foi realizado por meio da
observacdo do crescimento bacteriano, uma vez que se usou o CloneJET™ PCR Cloning Kit
(Fermentas). A equagdo de regressao para o gene estudado (Hel), foi calculada com o auxilio
do programa Microsoft Office Excell®, 2007.

A concentracdo do DNA plasmidial foi determinada através de espectrofotdmetro
Nanodrop ND-8000 (Thermo Scientific). Os parametros utilizados para converter a
concentracdo obtida em ng/ulL para nimero de moléculas/ulL foram os seguintes: PM médio
de 1 b de ssRNA = 330 g/mol; 1 mol = 6,02 x 10> moléculas. O DNA foi submetido a
diluicdes seriadas de uma solucao estoque do plasmideo contendo o inserto do gene. O fator
de dilui¢do foi de [1:10], e as dilui¢des sdo descritas a seguir: 1:1, 1:10, 1:100, 1:1.000,
1:10.000, 1:100.000, 1:1000.000; 1:10.000.000; 1:100.000.000; 1:1.000.000.000.

A curva-padriao foi obtida por meio de quantificacdo absoluta, utilizando o 7500 Fast

Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas em duplicata a
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um volume de 20 pL, contendo 2 uL da solu¢do do plasmideo, 0,8 uL do conjunto (primers
mais sonda), 7,2 pL de H,O milli-Q filtrada e autoclavada e 10 puL de TaqMan® Fast
Universal PCR MasterMix (2X) da Applied Biosystems. As condicdes térmicas de ciclagem
da curva-padrao foram: 95°C por 20 segundos, 95°C por 03 segundos e 40 ciclos de 15
segundos e 60°C por 30 segundos a cada ciclo, num total de 40 ciclos, tendo duracdo de
aproximadamente 45 minutos. A curva padrdo foi gerada pela amplificacdo de cada diluigdo.
A faixa linear de abrangéncia da curva padrio foi de seis ordens de magnitude. A eficiéncia
da amplificacdo foi determinada pela seguinte férmula: (E = 107 7579 _ |) x 100). A
determinagdo do nudmero inicial de moléculas/mL da solucdo estoque e a conversdo para

numero de transcrito foi realizada de acordo com Bertolini et al. (2008).

Ensaio quantitativo da reacao em cadeia da polimerase — qPCR

O conjunto de sonda e primers utilizados neste teste foram os mesmos utilizados por
Nicolini-Teixeira (2008b), desenhados via software Primer-Express (Applied Biosystems).
Para a deteccio do gene Hel do CiLV-C, foram utilizados os primers Hel-F (5’-
CAAGATACCCGTTGATGGTTCTGA-3’) e Hel-R (5-
GCATTAAGCGTCGTTATCCTGATTT-3’), desenhados a partir do niimero de acesso do
GenBank DQ352194. A sonda (5-‘ACGGCAATCGACTTCT-3’), também obtida a partir do
mesmo acesso do GenBank, foi marcada com o fluor6foro MGB FAM, e desenhada pelo
Custom TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems). A deteccdo e quantifica¢ido
do nimero de particulas do CiLV-C foi realizada com um volume final da rea¢dao de 20uL,
contendo 2uL. do cDNA; 10uL do MasterMix TaqMaln® Fast Universal PCR (2X) (Applied
Biosystems); 0,8uL. do conjunto primers mais sonda e 7,2uLL de H,O Milli-Q filtrada em filtro
Millipore e autoclavada. As reacdes foram executadas utilizando o 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). Em cada placa foi realizada a curva-padrdo, conforme descrita
em item a seguir. Para cada amostra foram realizadas reagdes em triplicatas técnicas. Os
controles utilizados foram constituidos por: (i) Controle positivo — cDNA proveniente de
acaros viruliferos; (ii) Controle negativo - cDNA proveniente de dcaro aviruliferos e (iii)
Branco - dgua Milli-Q filtrada e autoclavada, sem a adi¢cdo de cDNA. As condig¢des térmicas
de ciclagem foram as mesmas para as amostras citadas anteriormente. O gene 18S foi
utilizado como controle endégeno visando normalizar as amostras das possiveis diferencas de

concentracdes de cDNA.
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A deteccdo do CiLV-C no interior de B. phoenicis foi realizada para todos os
tratamentos avaliados através da andlise do parametro Ct (Cycle threshold). Este parametro é
definido como o nimero do ciclo no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma reacdo cruza a
linha threshold (limiar da deteccdo). Os valores de Ct sdo logaritmicos e usados diretamente
(método Ct comparativo) ou indiretamente (interpolacdo para curvas padrdes para criar

valores lineares) para as andlises quantitativas.

Aspectos biolégicos da interacio CiLV-C / Brevipalpus phoenicis

Trés amostras de 10 &4caros viruliferos, provenientes de cada tratamento descrito
anteriormente, foram coletadas ao acaso e transferidas para plantas de laranja Péra sadia,
altamente suscetivel ao virus. As plantas utilizadas para o estudo de transmissao do CiLV-C
foram provenientes de sementes € no momento da montagem do experimento encontravam-se
com aproximadamente 6 meses de idade. Foram utilizadas trés repeticdes, sendo que cada
repeticao foi constituida de uma tnica planta. As folhas submetidas a infestacdo pelos dcaros
recebiam uma mistura de farinha, areia fina e gesso como substrato para oviposicao. Depois
de infestadas por &caros viruliferos, as plantas eram mantidas em casa de vegetacdo e
semanalmente inspecionadas quanto a presenc¢a ou auséncia dos sintomas da leprose, por um

periodo de quatro meses.

Deteccao do CiLV-C por microscopia eletronica de transmissao — MET

Acaros adultos viruliferos foram enviados ao Nicleo de apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletronica - NAP/MEPA da Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’ —
ESALQ / USP, para serem analisados por MET. Os &4caros foram mergulhados em uma
solucdo com 3% de glutaraldeido em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2, contendo 1,8% de
sacarose. Para facilitar a penetracdo dos reagentes, a extremidade terminal do opistosoma foi
seccionado sob lupa estereoscopica. Apés um minimo de 1 h de fixacdo, os dcaros foram
lavados na solucdo do tampao carreador e posfixados em uma solucdo de OsO4 1% no mesmo
tampdo por 1 hora. Seguiu-se uma desidracdo em solucdo crescente de concentracido de
acetona (30, 50, 70, 90%), 10 min cada e trés vezes em solugdo a 100%. As amostras foram
infiltradas em uma solugdo acetona/resina epéxica Spurr (1:1) por 5-6 horas e na resina pura
por uma noite. Os dcaros foram emblocados em formas de silicone e a resina foi polimerizada

por 2 dias. Os blocos foram seccionados em ultramicrétomo Leica UC6 equipado com
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navalha de diamante e as sec¢Oes coletadas em reticulos de cobre de 3 mm de didmetro, e 100
mesh de malha, coberta com filme de Formvar. As sec¢des foram contrastadas com acetato de

uranila 3% e citrato de chumbo de Reynold.

Analise dos dados

A plotagem da intensidade de fluorescéncia versus o nimero de ciclos foi realizada
automaticamente pelo software que fornece o valor do Ct. A média dos valores dos Ct e do
desvio padrio (S.D.) foi calculada para as triplicatas de cada amostra experimental. O
coeficiente de variacdo (C.V.%) dentro e entre amostras foi calculado como a porcentagem do
desvio padrao (S.D.%) em comparag¢do com o valor médio do Ct.

A estatistica foi realizada por meio da andlise de variancia pelo programa estatistico

Assistat Versao 7.6 beta, desenvolvido por Silva; Azevedo (2002).

RESULTADOS

A aquisi¢do do CiLV-C pelo acaro B. phoenicis ocorreu de maneira eficiente apos o
PAA de 5 dias (Figura 1), uma vez que todas as amostras teste foram positivas por PCR
convencional.

O valor da concentragdo do DNA plasmidial fornecido pelo espectrofotdmetro foi 560
ng/uL. A linearizacdo da quantificacdo do DNA plasmidial forneceu um valor de cerca de 10°
copias/uL do inserto do gene Hel do CiLV-C, cujo tamanho € de 849pb. A partir das dilui¢des
seriais e com base neste resultado foi possivel a determinacio dos pontos de detec¢do em Log.
do niimero de moléculas que foram de 1,91x10%; 15x10%; 1,43x10% 1,71x10”; 1,3x10" c6pias
da sequéncia alvo do CiLV-C, sendo que este ultimo foi considerado como o ponto limite de
deteccao.

O valor da inclina¢do da curva obtida neste trabalho em funcio dos valores de Ct foi
de -4.1437 e o coeficiente de correlacio (R?) foi 0,9878, ambos gerados pela curva padrio
(Figura 2). A eficiéncia da amplificac@o alcangada em qPCR foi de 1,02 ou 102%.

A andlise de variancia revelou diferenca estatistica entre os valores médios de Ct
(Tabela 1), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05), reforcando a andlise
qualitativa da cinética de amplificagdo da sequéncia alvo, indicando a inexisténcia de aumento

no numero de particulas virais nos tratamentos estudados.
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Os perfis de amplificacdo gerados (Figura 3B, 4B e 5B) a partir de uma sequéncia alvo
do ssRNA transcrito de CiLV-C extraido do dcaro vetor, em diferentes tempos e tratamentos,
ndo apresentaram aumento no nimero de cépias do virus. Ao contrdrio, ocorreu reducao no
numero de particulas virais.

Os primeiros sintomas tipicos de leprose foram observados aos 3045 dias apds a
transferéncia dos dcaros para plantas de citros sadias. Lesdes locais, circulares, lisas e
clorédticas iniciaram em folhas de apenas uma planta nas quais os vetores do CiLV-C eram
provenientes dos hospedeiros planta de feijao-de-porco e fruto de laranja Péra sintomaético,
ambos do tempo 1 de coleta (Tabela 2). Posteriormente, pequenas manchas amareladas e/ou
clordticas inicialmente lisas que com a evolu¢cdo da doenca tornaram-se corticosas foram
observadas em ramos.

O aumento na incidéncia dos sintomas foi observado ap6s 60+5 dias da transferéncia
dos 4caros para plantas de citros sadias, nos trés hospedeiros investigados. Analisando cada
hospedeiro separadamente, observa-se que aos 605 dias, no tratamento planta de feijao-de-
porco e tempo 2, houve maior expressdao de sintomas, pois todas as trés plantas infestadas
desenvolveram a doencga. No tratamento fruto de laranja Péra sintomadtico, nota-se que nos
tempos de coleta 3 e 4, todas as plantas infestadas apresentaram sintomas caracteristicos de
leprose aos 9045 dias. No tratamento fruto de laranja Péra sadio, apenas no tempo 3 todas as
plantas desenvolveram sintomas da doenca.

Observou-se ainda, em frutos de laranja Péra sintomadtico, que das 12 plantas
infestadas com 4caros viruliferos, 10 (83,33%) desenvolveram lesdes tipicas de leprose. Esse
comportamento foi seguido pelos tratamentos planta de feijdo-de-porco e frutos de laranja
Péra sadio, com 9 (75%) e 7 (58,33%) de plantas com leprose, respectivamente.

No exame ao MET néo foi possivel a observacao de efeitos citopaticos caracteristicos
dos VTB-C: particulas em forma de bastonetes no citoplasma, como previamente observado

em amostras de B. phoenicis coletados diretamente de citros infectados.

DISCUSSAO

No tratamento planta de feijaio-de-porco houve uma redugdo no nimero de particulas
virais e, com consequente aumento no nimero de Ct. Este fato sugere que a interacdo entre o
virus da leprose e seu vetor € circulativa.

No tratamento fruto de laranja Péra sintomatico (Figura 4B), os valores de Ct foram

menores que os Cts dos tratamentos planta de feijao-de-porco e fruto de laranja Péra sadio.
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Isto pode estar relacionado ao maior PAA, uma vez que se tratava de indculo constante, ou
seja, o dcaro teve contato com o virus durante todo o tempo que durou o experimento,
possibilitando perda e reaquisicdo de particulas.

No tratamento fruto de laranja Péra sadio (Figura 5B), também observou-se reducao
do nimero de cdpias do alvo, reforcando a ausé€ncia de multiplicacdo do virus no 4caro.

Trabalhos prévios sugerem que o CiLV-C apenas circula no vetor, isto porque nao foi
encontrado aumento na carga viral, uma vez que os carga viral ficaram muito préximos entre
si (NICOLINI-TEIXEIRA, 2008b). No entanto, o autor ndo estabeleceu qualquer tipo de
associacdo com os aspectos bioldgicos de transmissibilidade, como por exemplo, eficiéncia de
transmissdo. Por isso, neste trabalho foi realizado estudos dessa natureza e ficou comprovado
que o acaro foi capaz de adquirir e transmitir o virus na fase adulta, indicando auséncia de
replicacdo, uma vez que o tempo envolvido desde a aquisi¢ao até a transmissao foi baixo.

Na tentativa de quantificar comparativamente o CiLV-C tanto na planta, quanto no
acaro, observou-se que a quantidade de particulas virais ndo aumentou, mesmo apds 28 dias
de aquisicdo do virus pelo vetor. Quando a quantifica¢do foi realizada a partir de CiLV-C
extraido de plantas, houve uma diferenca de 15 Cts (citros sintomdticos Ct 25 x dcaros
viruliferos Ct 10 (NICOLINI et al., 2008a).

Sabe-se que para o tipo de interacdo virus-vetor do modo persistente circulativa ou
propagativa, um tempo ou periodo latente € requerido para que o vetor seja capaz de
transmitir o virus (HOGENHOUT et al.,, 2008). No modo de transmissdo persistente
circulativa o periodo latente varia de algumas horas a dias. Na transmissao do tipo persistente
propagativa o virus pode permanecer em laténcia por semanas ou até mesmo meses (HULL,
2002).

Kitajima et al. (2008) comprovaram por MET a presenca de particulas do CiLV-C
entre as membranas e células adjacentes ao intestino médio do &caro. Entretanto, ndo se
observou a formagdo de viroplasma (sitio de replicacdo do virus) no interior do mesmo, dando
suporte a sugestdo de que o referido virus apenas circula em B. phoenicis.

Plantas de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) apresentaram lesdes necroticas
induzidas por CiLV-C cinco dias apds serem submetidas a infestagdo com larvas viruliferas
de B. phoenicis, confirmando, portanto, que no estddio larval o dcaro € capaz de adquirir e
transmitir o virus (E.W. Kitajima, comunicacdo pessoal). Considerando-se que o estadio
larval de B. phoenicis dura algo em torno de 8 dias, somando-se a fase ativa (5,2+2,3 dias) a
fase quiescente (2,9+0,6 dias), incluindo ainda o PAA que pode variar de 1-2 dias, entao a

probabilidade do virus replicar-se no interior do dcaro diminui substancialmente, uma vez que
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para haver replicagdo, o virus necessita de um periodo de incubac¢do (laténcia) que pode variar
entre 4 a 60 dias ( HOGENHOUT, 2008; HULL, 2002; MENDONCA, 2006). Dessa forma, o
modelo (persistente circulativo - ndo propagativo) seria o que melhor se ajusta a tais
circunstancias.

A impossibilidade de deteccdo do CiLV-C em B. phoenicis nas amostras de acaros
examinados por MET, provavelmente deve-se ao fato da baixa quantidade de particulas
adquiridas pelo vetor a ponto de poder ser visualizada. Menciona-se ainda que os resultados
obtidos por Calegario (2009) quando examinou por MET 30 4caros provenientes de coldnias
mantidas em plantas infectadas por CiLV-C, as particulas do virus estavam presentes em
apenas metade dos individuos examinados, fato este atribuido a baixa aquisicao.

Nas condicdes de realizacdo deste trabalho e baseado nos resultados de MET
(KITAJIMA et al., 2008; CALEGARIO, 2009) que sugerem auséncia de viroplasma no 4caro.
qPCR (FREITAS-ASTUA et al., 2008; NICOLINI, 2008; NICOLINI-TEIXEIRA, 2008)
mostraram haver diminui¢do da carga viral, ao longo do tempo. Sustentado num periodo
relativamente curto requerido pelo virus para ser transmitido pelo dcaro (BASSANEZI, 2004).
Os resultados aqui gerados estdo em acordo com os autores supracitados, evidenciando assim

relacdo persistente circulativa, ndo-propagativa para o patossistema CiLV-C x B. phoenicis.
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Figura 1. Gel de agarose 1% mostrando o resultado da RT-
PCR para a confirmagcdao de aquisicao do CiLV-C por B.
phoenicis. M = Marcador 100 bp NORGEN; 1-controle
positivo 1; 2-controle negativo 2; 3-branco 3; 4-amostra 1; 5-

amostra 2; 6-amostra 3; 7-amostra 4; 8-amostra 5.
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Figura 2. Curva padrao mostrando as relagdes lineares existentes entre as
concentragdes do CiLV-C e o Ct. O grafico foi obtido pela plotagem entre
os valores de Ct versus a concentracdo do RNA viral (cépias/reagao) gerado

a partir das médias de trés replicatas técnicas.
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Tabela 1. qPCR pelo sistema TaqMan® para deteccdo do CiLV-C no vetor em todos os
tratamentos e tempos em estudo, avaliados com base no nimero de ciclos no qual o sinal

fluorescente associado a um acimulo de amplicon cruza o threshold (C¥).

Tempos
Hospedeiros 0 (D.A.L)* 21 (D.AL)
Ct+DP"®  CV.(%)°  N°de cépias’ Ct+DP"  1V.(%)° N°de cépias’
PFP-1"  26,88+0,36 1,37  826E+06b A 32,83+1,44 439 3,03 E+05bB
PFP-2¢  26,70+0,08 031  9,13E+06b A 32,97+0,57 1,73 2,80 E+05bB
PFP3"  26,5440,10 037 9,96 E+06b A 32,73+0.92 2,81 3,20 E+06 bB
FLPS-1  25,52+0,02 0,07 1,76 E+07 aA 27,5240,08 0,28 5,78 E+06 aB
FLPS -2  25,52+0,02 0,07 1,76 E+07 aA 28,13+0,05 0,19 4,12 E+06 aB
FLPS -3 25,56+0,08 030 1,72 E+07 aA 27,87#031 1,10  4,75E+06 aB
FLPA'-1  29,31+0,30 1,04  2,14E+06 cA 33,20+028 0,82  234E+05 cB
FLPA -2 29,07+0,40 138  244E+06 CcA 34264024 0,71 136E+05 cB
FLPA -3 29,23+0,35 121  223E+06 cA 33,36£0,29 0,86  2,25E+05 cB

‘dias ap0Os a infestagdo (transferéncia dos &caros para os tratamentos); médias do Cycle
threshold (Ct) e desvio padrdo (D.P.) obtidos em triplicatas; ‘coeficiente de variacdo (C.V.);
dnimero de cépias do RNA viral/uL obtido por amostra em cada tratamento; °planta de feijdo-
de-porco; f’g’hrepetig()es — 1, 2 e 3, respectivamente; fruto de laranja Péra sintomaético; Ifruto

de laranja Péra assintomdtico (sadio).
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Figura 3. (A) Cinética da amplificacdo da curva padrido gerada nas seis diluicdes seriais
(a=1,91x10°; b=1,15x10% c=1,43x10% d=1,71x10’; f=1,3x10"). As reacdes foram realizadas
em triplicatas de cada diluicdo, a partir de uma concentracdo inicial de 10° do DNA
plasmidial contendo o inserto do gene Hel do CiLV-C. (B) amplicons da sequéncia alvo do
CiLV-C expressos pelo putativo gene da Hel em B. phoenicis no tratamento planta de feijdo-

de-porco por qPCR nos tempos 0 e 21 D.A.I. (dias apds a infestacdo).
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Figura 4. (A) Cinética da amplificagdo da curva padrdo gerada nas seis dilui¢des seriais

(a=1,91x10% b=1,15x10% c¢=1,43x10% e=1,71x10°; f=1,3x10"). As reacdes foram

realizadas em triplicatas de cada diluicdo, a partir de uma concentragdo inicial de 10° do

DNA plasmidial contendo o inserto do gene Hel do CiLV-C. (B) amplicons da sequéncia

alvo do CiLV-C expressos pelo putativo gene da Hel em B. phoenicis no tratamento fruto

de laranja Péra sintomatico por qPCR nos tempos 0 e 21 D.A.IL (dias apds a infestacao).
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Figura 5. (A) Cinética da amplificagdo da curva padrao gerada nas seis dilui¢des seriais
(a=1,91x10% b=1,15x10% c¢=1,43x10% e=1,71x10°; f=1,3x10"). As reacdes foram
realizadas em triplicatas de cada diluicdo, a partir de uma concentragdo inicial de 10° do
DNA plasmidial contendo o inserto do gene Hel do CiLV-C. (B) amplicons da sequéncia
alvo do CiLV-C expressos pelo putativo gene da Hel em B. phoenicis no tratamento fruto

de laranja Péra sadio por qPCR nos tempos 0 e 21 D.A.IL (dias apds a infestacdo).
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Tabela 2. Eficiéncia de transmissao do CiLV-C por B. phoenicis nos tratamentos estudados e diferentes tempos de coleta (1; 2; 3 e 4), avaliados

por um periodo de até 120 dias, quanto a presenca ou auséncia de sintomas da leprose.

Sintomas Sintomas Sintomas
Tratamentos 30 60 920 120  Tratamentos 30 60 90 120 Tratamentos 30 60 90 120
D.AL* DAL D.AIL DA.L D.AIL DAL D.AI DA.L D.AIL DA.L D.AI  DA.L
PFP"-T1° -® - - - FLPS-T1 + + + + FLPA’-T1 - + + +
PFP-T1 - - - + FLPS-T1 - - - + FLPA-T1 - + + +
PFP-T1 + + + + FLPS-T1 - + + + FLPA-T1 - - - -
PFP-T2! - + + + FLPS-T2 - - - - FLPA-T2 - + + +
PFP-T2 - + + + FLPS-T2 - + + + FLPA-T2 - - + +
PFP-T2 - - + + FLPS-T2 - - - - FLPA-T2 - - - -
PFP-T3¢ - - - + FLPS-T3 - + + + FLPA-T3 - + + +
PFP-T3 - - - - FLPS-T3 - + + + FLPA-T3 - - + +
PFP-T3 - + + + FLPS-T3 - + + + FLPA-T3 - + + +
PFP-T4' - - - + FLPS-T4 - - + + FLPA-T4 - - - -
PFP-T4 - - - - FLPS-T4 - + + + FLPA-T4 - - - -
PFP-T4 - + + + FLPS-T4 - + + + FLPA-T4 - - - -

%30, 60, 90, 120 +5 dias ap6s a infesta¢do das plantas com dcaros viruliferos para os testes de transmissdo; "planta de-feijao-de-porco; “Tempo 1
(momento de transferéncia dos dcaros para PFP, FLPS E FLPA); dTempo 2 (7 dias ap6s a transferéncia dos 4caros para PFP, FLPS E FLPA);
“Tempo 3 (14 dias ap6s a transferéncia dos dcaros para PFP, FLPS E FLPA); fTempo 4 (21 dias ap6s a transferéncia dos acaros para PFP, FLPS E

FLPA); 2auséncia de sintomas; hpresenga de sintomas; fruto de laranja Péra sintomatico; Ifruto de laranja Péra assintomatico (sadio).
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Capitulo I1I

Interacao do virus da mancha anular do cafeeiro com Brevipalpus phoenicis

(Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae)
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RESUMO

Coffee ringspot virus (CoRSV) é o agente etioldgico da mancha anular do cafeeiro
(MAC) que tem como vetor o dcaro Brevipalpus phoenicis (Geijskes). As interacdes virus-
vetor sdo extremamente complexas e os mecanismos envolvidos entre CoRSV e B. phoenicis
tém sido parcialmente elucidadas. O objetivo deste trabalho foi investigar o tipo de interagcao
estabelecida neste patossistema. Acaros aviruliferos foram submetidos a um periodo de acesso
para aquisi¢do do virus de cinco dias em folhas de cafeeiro com sintomas da mancha anular.
Apo6s esse tempo foram transferidos para os tratamentos: feijao-de-porco (ndo hospedeira do
virus), café sintomatico e café sadio, e coletados em quatro tempos: 0; 7; 14 e 21 dias apds o
confinamento. As interagdes foram investigadas pela reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (QPCR), Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET) e testes de
transmissdo. A qPCR revelou a presenca de virus nos dcaros, contudo ndo houve aumento da
carga viral ao longo do tempo em nenhum dos tratamentos avaliados. A MET nao detectou
particulas de CoRSV no interior dos dcaros. Nao houve producdo de sintomas da MAC depois
do teste de transmissdo, nenhum dos tratamentos, apds seis meses de avaliagdo. Os resultados
indicam haver a necessidade de um longo periodo de laténcia do para transmissao do CoRSV
por B. phoenicis.

Palavras-chave: qPCR, transmissao, CoRSV, virus-vetor.
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ABSTRACT

Interaction between Coffee ringspot virus and Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari:

Tenuipalpidae)

Coffee ringspot virus (CoRSV) is the causal agent of the coffee ringspot disease
(CRSD) have that vector the mite Brevipalpus phoenicis (Geijskes). The interactions virus-
vector are complex and the mechanisms involved between CoRSV e B. phoenics has been
partially elucidated. The aim of this study was to investigate the type of interaction
established in this pathosystem. Non-viruliferous mites were submitted to acquisition access
period (AAP) of virus during five days in leaves coffee with symptoms of ring spot disease.
After that, they were transferred to the treatments mungbean plants (non-host of the virus),
symptomatic coffee plants and asymptomatic coffee plants, and collected in four different
times: 0; 7; 14 and 21 days after infestation. Interactions were assessed by real time
quantitative polymerase chain reaction (qQPCR), transmission electron microscopy (TEM) and
transmission assays. The qPCR revealed presence of virus in the mites, however no increase
in viral titer over time in all treatments evaluated. The TEM was not possible to detect
CoRSYV particles in tissue of mites. No symptoms of CRSD were observed after six months of
evaluation. These results suggest that a long incubation (latent) period may be necessary for

transmission of CoRSV by B. phoenicis.

Keywords: qPCR, transmission, CoORSV, virus-vector.
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INTRODUCAO

A transmissao de fitovirus por dcaros do género Brevipalpus é conhecida ha décadas
(KNORR, 1950). A mancha anular do cafeeiro (MAC), causada por Coffee ringspot virus
(CoRSV) é transmitida por Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae).

Os sintomas da MAC sdo expressos de maneira localizada em folhas, frutos e, menos
frequentemente, em ramos. Nas folhas, as lesdes se iniciam como manchas clordticas,
pequenas e circunscritas em forma de anel ou algumas vezes irregulares, porém aumentam de
tamanho com a evolu¢do da doenca. Podem coalescer atingindo toda a d&rea foliar,
expandindo-se em alguns casos ao longo das nervuras (CHAGAS et al., 2003).

As particulas do CoRSV apresentam-se na forma de bastonete curto, com de 30-40 nm
x 100-110 nm de dimensdo. Andlises de folhas sintomadticas, através de microscopia
eletrOnica de transmissdo (MET) permitiram observar particulas virais apenas na area em
torno da lesdo e ainda a presenca de inclusdes elétron-transparentes conhecidas como
viroplasmas (local onde ocorre a montagem e/ou replicacdo do virus) no nicleo de células
infectadas (CHAGAS et al., 2003). Essa caracteristica ¢ comum aos VIB-N, ou VTB do tipo
nuclear, geralmente associado a membrana do invélucro nuclear. A localizacdo celular e os
efeitos citopaticos diferenciam os VITB-N dos VTB-C (citoplasmaticos), os quais se localizam
no limem do reticulo endoplasmético (KITAJIMA et al., 2003, 2010; KONDO et al., 2003).

O entendimento do processo de transmissdo requer consideragdes detalhadas, que
envolvem os aspectos de aquisi¢do, relagdes virus-vetor, inoculacdo e desenvolvimento da
doenca. Técnicas de imunocitoquimica, microscopia eletronica de transmissao (MET) e qPCR
sdo ferramentas poderosas para o entendimento das interacdes existentes entre os virus e seus
vetores (BERTOLINI et al., 2008, ULLMAN et al., 2003).

Andlises de MET revelaram a presenca de viroplasmas tanto no nicleo quanto no
citoplasma de células das glandulas prossomais de B. phoenicis procedentes de cafeeiros
infectados por CoRSV. Estas andlises sugerem que o virus replica-se nos tecidos do 4caro, o
que caracterizaria uma relagdo virus-vetor do tipo circulativa propagativa (KITAJIMA et al.,
2007).

A quantificagdo de patdgenos através da técnica de qPCR tem sido amplamente
utilizada e diferentes metodologias tem sido empregadas no estudo de virus persistente
(CLEMENTI et al., 1993). A quantificacdo deve ser realizada nas situagdes em que se faz
necessario determinar o nimero absoluto de cdpias da sequéncia alvo. Na literatura ¢é

possivel encontrar diversos estudos onde se faz a quantificacdo absoluta de patégenos no
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interior do vetor, com a técnica de qPCR (BERTOLINI et al., 2008, SAPONARI et al.,,
2008). O sucesso do uso de qPCR com sondas marcadas pelo sistema TaqMam® tem sido
relatado para a detec¢do de virus em vetores (OLMOS et al., 2005).

Neste trabalho foi estudado o tipo de interacdo estabelecida entre o CoRSV e B.
phoenicis. As seguintes hip6teses foram testadas: (I) verificar se ocorre aumento do nimero
de copias do CoRSV no interior do dcaro ao longo do tempo por qPCR; (II) determinar se a

transmissdo do CoRSV por B. phoenicis é do tipo persistente circulativa propagativa.

MATERIAL E METODOS

Frutos de laranja [Citrus sinensis (L.) Osbeck] var. Péra no estigio de
desenvolvimento conhecido como “bola de t€nis” foram coletados no pomar do Centro APTA
Citros ‘Sylvio Moreira’ (CAPTACSM) (22°32S, 47°270) em uma drea sem histérico de
ocorréncia da leprose. Depois de colhidos os frutos foram transportados para o laboratério de
Acarologia, lavados em dgua corrente, com o auxilio de uma esponja para retirada de
residuos, ovos e formas ativas de artropodes vindos do campo, e finalmente expostos ao ar
para secagem. Em seguida, foram imersos até 1/3 de sua drea em parafina na forma liquida,
mantida a temperatura de aproximadamente 50°C. Apds a secagem, no limite entre a 4rea
tratada e ndo tratada parafina foi colocada cola entomolégica Tanglefoot com a finalidade de
evitar o escape dos dcaros (CHIAVEGATO, 1986). A superficie do fruto ndo tratada com a
parafina recebeu uma mistura de farinha de trigo, gesso e areia fina na propor¢ao de 1:1:2,
umedecida em dgua, cuja finalidade foi servir como substrato para oviposi¢do (RODRIGUES
et al., 2007). A criagdo foi estabelecida a partir de uma populacdo de B. phoenicis no
laboratdrio de Acarologia do CAPTACSM. A confirmacdo de que os dcaros eram aviruliferos
foi realizada por RT-PCR usando primers especificos para CoORSV (LOCALI et al., 2005). Os
acaros aviruliferos foram transferidos para os frutos com o auxilio de um pincel de poucos
pélos e mantidos em uma sala a 25+1°C, umidade relativa do ar de 60+5% de e 10 h de

fotofase.

Aquisicao do virus pelo vetor

Folhas de cafeeiro variedade Mundo Novo com sintomas provocados pelo CoRSV

foram coletadas de plantas mantidas em casa-de-vegetacdo do CAPTACSM para servir como
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fonte de indculo. Estas folhas foram lavadas em dgua corrente para retirada de residuo e
acaros existentes e depois eram expostas ao ar para secagem. Apds esse processo, placas de
Petri foram forradas com algoddo embebido em dgua para o acondicionamento das folhas, que
apds a secagem foram isoladas com uma camada de algoddo no entorno do limbo foliar,
formando uma arena para evitar o escape dos dcaros e manter a umidade. Apds o preparo das
folhas, cerca de 5.000 fémeas adultas aviruliferas de B. phoenicis foram transferidas para as
folhas sintomaticas e submetidas a um periodo de acesso a aquisicao (PAA) do virus de cinco
dias. Apos este periodo, dez dcaros foram coletados de cada folha e transferidos para
microtubos de centrifuga de 1,5 mL, para posterior extracdo do acido ribonucléico (RNA),
sintese de cDNA e reacdo em cadeia da polimerase, a fim de confirmar que estes haviam
realmente adquirido o virus.

Ap6s o PAA e confirmada a aquisi¢ao do virus pelo vetor, um total de 1.500 fémeas
adultas viruliferas foram transferidas para cada hospedeiro (feijao-de-porco, cafeeiro
sintomatico e cafeeiro sadio). Os trés hospedeiros foram periodicamente inspecionados para o
acompanhamento da oviposi¢ao e retirada dos ovos, com a finalidade de evitar que dcaros de
geracOes subsequentes fossem coletados. Apds a transferéncia dos dcaros para feijao-de-
porco, cafeeiro sintomdtico e cafeeiro sadio ou assintomaético, estes foram mantidos na sala de
criacdo do laboratério de Acarologia com a mesma temperatura, umidade relativa e fotofase

mencionadas no item anterior.

Aspectos bioldgicos da interacio CoRSV-C / B. phoenicis

Para o teste de transmissdo do CoRSV por B. phoenicis, cinco amostras de 10 fémeas
adultas, submetidas a aquisi¢ao do virus, foram coletadas de cada tratamento. Os dcaros foram
transferidos para plantas teste de café, variedade ‘Mundo Novo’ com a finalidade de verificar
a eficiéncia de transmissdo do CoRSV por B. phoenicis. Um total de 600 dcaros supostamente
viruliferos foi transferido para as plantas. Utilizaram-se cinco repeticdes, sendo que cada
repeticao foi constituida por uma planta. Cada planta foi infestada com 10 4caros viruliferos.
As folhas das plantas teste foram previamente preparadas com uma mistura de farinha, areia
fina e gesso umedecida, como substrato para oviposicao (RODRIGUES et al., 2007). Depois
de infestadas por &caros viruliferos, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e

semanalmente inspecionadas quanto a presenca dos sintomas da mancha anular, por um

periodo de seis meses.
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Deteccao do CiLV-C por microscopia eletronica de transmissao — MET

Amostras de 4caros adultos viruliferos usados nos experimentos foram enviados ao
Nicleo de apoio a Pesquisa em Microscopia Eletronica de Transmissao - NAP/MEPA da
Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’ — ESALQ, para serem analisados por MET.
Os 4caros foram mergulhados em uma solu¢cdo com 3% de glutaraldeido em tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2, contendo 1,8% de sacarose. Para facilitar a penetracdo dos
reagentes, a extremidade terminal do opistosoma foi seccionado sob lupa estereoscépica.
Ap6s um minimo de 1 h de fixacdo, os dcaros foram lavados na solu¢do do tampao carreador
e pos-fixados em uma solucdo de OsOs 1% no mesmo tampdo por 1 hora. Seguiu-se uma
desidratacao em solugdo crescente de concentra¢ao de acetona (30, 50, 70, 90%), 10 min cada
e trés vezes em solucdo a 100%. As amostras foram infiltradas em uma solu¢do acetona/resina
epoxica Spurr (1:1) por 5-6 horas e na resina pura por uma noite. Os dcaros foram emblocados
em formas de silicone e a resina foi polimerizada por 2 dias. Os blocos foram seccionados em
um ultramicrétomo Leica UC6 equipado com navalha de diamante e as sec¢des coletadas em
reticulos de cobre de 3 mm de didmetro, e 100 mesh de malha, coberta com filme de
Formvar. As sec¢des foram contrastadas com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo de

Reynold.

Desenho, sintese e validacao dos primers e sondas

Utilizando o software Primer—Express® (Applied Biosystems) foram desenhados quatro
pares de primers e dois pares de sondas, a partir de sequéncias do genoma do CoRSV (Eliane
Cristina Locali-Fabris, dados ndo publicados) correspondentes a uma regido do gene que
codifica a Replicase (gene Rep). Depois de testados, apenas um par de primers € uma sonda
foram utilizados para qPCR. As sequéncias dos primers e sondas sdo descritas a seguir: Rep.-
3-R (5’-TTCAACCATTGGTGCACTTC-3’); Rep.-3-F (5’-ACCCCTTCTCCAAATCAACC-
3’), gerando um amplicon de 121 pb. A sonda (5’-TGCAGGATTCTCGAAGGGCTCA-3’)
foi marcada com os fluoréforos FAM e IOWA BALCK FQ (repérter e quencher),
respectivamente. Todos foram sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies). A
validacdo dos primers e sonda foi realizadas variando as concentracdo de primers, sonda e
cDNA. Os testes realizados foram: concentracao de primers e sonda (5 e 10 uM); cDNA (1:1,
1:10 e 1:100), quantidades de primers e sonda: 0,5 uL, 0,8 uL e 1,0 uL).
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Isolamento do RNA total e sintese de cDNA

Para o isolamento do RNA total do CoRSV contido no vetor, cinco amostras de 10
fémeas adultas viruliferas, foram coletadas ao acaso em cada tratamento (hospedeiro x
tempo), totalizando 600 4caros analisados ao final do experimento. Os &caros foram
transferidos para microtubos de centrifuga de 1,5 mL e armazenadas em freezer a -80°C. O
isolamento do RNA total de cada amostra foi extraido utilizando o RNeasy Plus Micro Kit®
(Qiagen) seguindo as instrucdes do fabricante. Apds o isolamento, o RNA foi ressuspendido
em 20uL de 4gua livre de RNase, em seguida quantificados em Espectrofotometro do tipo
Nanodrop ND 8000 (Thermo Scientific) e, armazenados em freezer a -80°C.

O cDNA foi sintetizado a partir de 20 ng da fita molde do RNA do CoRSV para cada
amostra do item anterior, utilizando o First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas) seguindo
as recomendacgdes do fabricante em duas etapas: etapa 1 — em um tubo de microcentrifuga
com capacidade para 0,5 mL adicionou-se 11,5 pL de RNA + 4gua tratada com DEPC
(Dietilpirocarbonato), 1 uL de random hexamer primer (Fermentas). Apos a adi¢do dos
reagentes as amostras foram submetidas a temperatura de 70°C por 5 minutos. Decorrido esse
tempo as amostras foram entdo colocadas imediatamente no gelo para proceder a segunda
etapa, que consistiu da adi¢do de 4 uL do tampdo de reacdo da Revertaid (5x), 0,5 uL da
ribolock™ RNase inhibitor (Fermentas), 2 uL. de dNTP (2,5 mM) e 1 uL da Revertaid™ H
minus reverse transcriptase (Fermentas). O volume total da reacao foi de 20uL. A reacao foi
incubada a 37°C por 1 hora e 30 minutos. Ao término da reacdo, as amostras foram

armazenadas em freezer a -80 °C.

Construcao da curva-padrao para o CoRSV

Para a obtencdo da curva-padrdao com uma regido do gene Rep, foram utilizadas
solugdes de plasmideo, contendo o respectivo inserto. O RNA viral foi amplificado através da
transcricao reversa e PCR convencional, utilizando primers externos. Em seguida o produto
da PCR foi clonado por meio de ligagdo a um plasmideo contendo promotor T7 e replicado
em células competentes de Escherichia coli DHS o. Posteriormente, foram selecionadas cerca
de 5 a 10 coldnias que apresentavam o plasmideo recombinante e o cDNA isolado por meio
de miniprep. O passo seguinte foi identificar as coldonias que apresentavam o inserto

(segmento alvo). Este foi realizado por meio da observacdo do crescimento bacteriano, uma
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vez que se usou o CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas). A equagdo de regressdao para o
gene estudado (Rep) foi calculada com o auxilio do programa Microsoft Office Excell®, 2007.

A concentracdo do DNA plasmidial foi determinada através de espectrofotdmetro
Nanodrop ND-8000 (Thermo Scientific). Os parametros utilizados para converter a
concentracdo obtida em ng/uL para nimero de moléculas/ul. foram os seguintes: PM médio
de 1 b de ssRNA = 330 g/mol; 1 mol = 6,02 x 10%* moléculas. O DNA foi submetido a
diluicoes seriadas de uma solucao estoque do plasmideo contendo o inserto do gene. O fator
de dilui¢do foi de [1:10], e as diluicdes sdo descritas a seguir: 1:1, 1:10, 1:100, 1:1.000,
1:10.000, 1:100.000, 1:1000.000; 1:10.000.000; 1:100.000.000; 1:1.000.000.000.

A curvas-padrao foi obtida por meio de quantificagdo absoluta, utilizando o 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas em triplicata em
um volume de 20 pL, contendo 2 puL da solucdo do plasmideo, 0,8 uL. do primer Rep-3-F (10
uM), 0,8 uL do primer Rep-3-R (10 uM), 0,8 uL da sonda CoRSV-I (10 uM), 5,6 uL de dgua
Milli-Q filtrada e autoclavada e 10 uL do TaqMan® Fast Universal PCR MasterMix (2X)
(Applied Biosystems). As condi¢des térmicas de ciclagem da curva-padrao foram: 95°C por
20 segundos, 95°C por 03 segundos e 40 ciclos de 15 segundos e 60°C por 30 segundos a cada
ciclo, num total de 40 ciclos, tendo duracdo de aproximadamente 45 minutos. A curva padrao
foi gerada pela amplificacdo de cada dilui¢do. A faixa linear de abrangéncia da curva padrao
foi de seis ordens de magnitude e a eficiéncia da amplificacdo foi calculada pela seguinte
férmula: (E = 107757 _ ) x 100). O nimero inicial de moléculas/mL da solucio estoque e

a conversao para ndmero de transcrito foi determinado de acordo com Bertolini et al. (2008).

Ensaio quantitativo da reacio em cadeia da polimerase — qPCR

A deteccdo e quantificacdo do nimero de particulas do CoRSV foram realizadas em
todas as amostras de cDNA sintetizado em um volume final da reacdo de 20 puL. A reagdo
continha 2 uL. do cDNA alvo, 0,8 uL do primer Rep-3-F (10 uM), 0,8 uL do primer Rep-3-R
(10 uM), 0,8 uLL da sonda CoRSV-I (10 uM), 5,6 uL de dgua Milli-Q filtrada e autoclavada e
10 pL do TagMan® Fast Universal PCR MasterMix (2X) (Applied Biosystems). As reacdes
foram executadas utilizando o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Para cada amostra foram realizadas reagcdes em triplicatas. Os controles
utilizados foram constituidos por: (i) controle positivo — cDNA proveniente de &acaros
viruliferos; (ii) controle negativo - cDNA proveniente de dcaro aviruliferos e (iii) branco -

agua Milli-Q filtrada e autoclavada, substituindo o cDNA. As condi¢des térmicas de ciclagem
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foram as mesmas utilizadas na constru¢do das curvas-padrdo citadas no item anterior. O gene
18S foi utilizado como controle endégeno visando normalizar as amostras das possiveis
diferencas de concentracdes de cDNA.

A deteccio do CoRSV no interior de B. phoenicis foi realizada para todos os
tratamentos (hospedeiros e tempos) através da andlise do parametro “Cycle threshold” (Ct). O
Ct € definido como o numero do ciclo na qual o inicio da amplificagdo gerada pela
fluorescéncia, entra na fase logaritmica, cruzando a linha threshold. Os valores de Ct podem
ser usados diretamente (método Ct comparativo) ou indiretamente (interpola¢do das curvas

padrdes para criar valores lineares) para as andlises quantitativas (APPLIED BIOSYSTEMS).

Analise dos dados

A plotagem da intensidade de fluorescéncia versus o nimero de ciclos foi realizada
automaticamente pelo software que fornece o valor do Cz. A média do Ct e do desvio padrdao
(S.D.) para cada amostra foi calculado a partir dos valores dos Cj das triplicatas. O
coeficiente de variacdo (C.V.%) dentro e entre amostras foi calculado como a porcentagem do
(S.D.%) em comparagdo com o valor médio do Ct.

A estatistica foi realizada por meio da anélise de variancia pelo programa estatistico Assistat

Versdo 7.6 beta, desenvolvido por Silva; Azevedo (2002).

RESULTADOS

Em todas as amostras analisadas foi constatado a presenca de CoRSV nos 4caros
através do método de RT-PCR (Figura 1). Em todos os tratamentos estudados no qPCR,
observou-se um perfil de amplificacdo dos transcritos de CoRSV, com tamanho de amplicon
de 121pb. No entanto, particulas ndo puderam ser observadas por MET.

As fémeas adultas de B. phoenicis, provenientes dos tratamentos (feijao-de-porco,
cafeeiro sintomatico e cafeeiro sadio), dos diferentes tempos (0, 7, 14 e 21) ndo transmitiram
0 CoRSV para as plantas infestadas. Também nao houve expressao de sintomas tipicos de
mancha anular nas plantas de café submetidas a infestacdo pelos 4caros viruliferos, durante o
tempo em que durou a avaliagdo.

O exame dos dcaros ao MET nao permitiram detectar os efeitos citopaticos
caracteristicos dos VITB-N (viroplasma nuclear e particulas em forma de bastonetes no ntcleo

e citoplasma).
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O conjunto de primers e sonda reconheceu a regido do gene Rep de CoRSV. As
melhores concentragdes foram: primer e sonda 10 uM, na quantidade de 0,8 pL. Quanto ao
cDNA a melhor concentracao foi 1:1.

Foi observada a existéncia de uma forte relacdo linear entre as diluicdes (R*=0,997).
Essa linearidade € em parte sustentada pela alta eficiéncia de amplificaciao (103%). O valor de
inclinacdo da curva (slope) obtido neste trabalho foi de -3.2695 (Figura 2).

A quantificag¢do da sequéncia alvo foi realizada a partir de uma concentracao inicial de
414 ng/uL do DNA. A linearizacdo dessa quantificacio forneceu um valor de cerca de 10’
copias/uL do inserto do gene Rep do CoRSV. A faixa de abrangéncia da curva padrdo teve
uma ordem de seis magnitudes expressas em escala logaritmica da concentracdo, cujos
nimeros de particulas virais estimadas foram: 6,74 x 10°; 1,39 x 10%; 1,29 x 10°% 8,85 x 10%;
1,72 x 10%; 3,27 x 10 (Figura 3).

A confiabilidade da técnica e também desta reacdo pode ser medida pela dinamica das
médias dos valores de Ct da curva padrdo, observada nas triplicatas de cada amostra, cujos
valores foram 4,79; 10,30; 16,95; 24,02; 29,61 e 35,24 (Figura 2). O coeficiente de variacao
para cada valor médio de Ct de 2,29; 2,35; 2,32; 0,50; 1,12 e 1,49%, respectivamente.

A estimativa da quantidade de sequéncias alvo do CoRSV foi realizada com base no
nimero de cépias do CoRSV (Tabela 1). Nao houve diferenca estatistica significativa na
quantidade de cépias da sequéncia alvo do CoRSV no tratamento planta de feijao de porco e
cafeeiro sintomadtico ao longo dos diferentes tempos apds a infestagao (DAI). No tratamento
cafeeiro sadio parece ter havido perda de particulas do virus, isto porque foi observado
diferenca estatistica entre os tempo 0 (1,71, 16,3 ¢ 20,6) e 21 DAI (1,92, 2,55 ¢ 1,57).

Os Cts médios do tratamento feijao-de-porco (tempo 1) variaram de 33,39 a 33,95 nas
trés repeticdes avaliadas. Apds 21 dias da transferéncia para os hospedeiros, os valores de Ct
obtidos variaram de 32,90 a 33,76 (Tabela 1, Figura 3B). No tratamento cafeeiro sintomatico,
os resultados revelaram variagdo nos valores de Cts 30,67 e 31,22, no tempo 1. Aos 21 dias
apos a transferéncia dos dcaros para o cafeeiro sintomdtico, os Cts médios variaram de 30,44 a
31,36 (Tabela 1, Figura 4B). Os valores médios de Ct para o tratamento cafeeiro sadio (Tabela
1, Figura 5B) variou de 29,81 a 30,15 no tempo 1 e de 33,86 a 35,73 aos 21 dias de
transferéncia dos dcaros para este tratamento. A diferenca neste tratamento observada no
grafico de amplificagdo em funcdo do tempo foi da ordem de 4,33 Cts.

Em todos os tratamentos estudados (hospedeiro e tempo de coleta) foi detectado a

presenca do CoRSV em B. phoenicis. O Teste de Tukey detectou diferenca estatistica entre os
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tempos de coleta 1 e 4 no tratamento cafeeiro sadio, com médias dos valores de Ct de 30,02
(tempo 1) e 34,54 (tempo 4) (Tabela 2).

Quando se analisa apenas o tratamento feijao-de-porco, observa-se que nao houve
diferenca estatistica entre os amplicons gerados nos tempos de coleta 1 e 4, com valores de Ct
33,75 e 33,32, respectivamente (Tabela 2). No tratamento cafeeiro sintomdtico ndo houve
diferenca estatistica entre os tempos de coleta, comparados pelos valores médios de Ct
(Tabela 2).

Analisando isoladamente o fator hospedeiro dentro do fator tempo, nota-se ainda que
no tempo 1 os tratamentos cafeeiro sadio e sintomético foram estatisticamente iguais entre si,
com valores médios de Ct de 30,02 (sadio) e 30,93 (sintomatico). No entanto, estes diferiram
estatisticamente do tratamento feijao-de-porco, com Cr de 33,75. A precisdo da andlise de
variancia foi medida pelo coeficiente de variacdao (C.V. = 1,67%) e pela diferenca minima
significativa (D.M.S.) de 0,95 para hospedeiros e 1,17 para tempos (Tabela 2).

Comparando-se hospedeiro dentro do fator tempo 21 dias (Tabela 2) nota-se diferenca
estatistica significativa entre os trés hospedeiros. O hospedeiro cujo inicio da geracdo do
amplicon ocorreu primeiro foi o cafeeiro sintomdtico com Ctr de 30,77. Este foi
estatisticamente diferente de feijao-de-porco e cafeeiro sadio, cujo inicio da amplificacdao
aconteceu nos Cts 33,32 e 34,54. No tratamento feijao-de-porco a amplificagc@o iniciou antes
daquela observada no tratamento cafeeiro sadio (p < 0,05). A amplificacdo mais tardia foi

observada no tratamento cafeeiro avirulifero Ct 34,54.

DISCUSSAO

O periodo de acesso para aquisicdo de cinco dias utilizado neste trabalho foi
suficientemente satisfatério, pois foi possivel comprovar a presenga do virus no interior do
vetor tanto por PCR convencional, quanto por qPCR. No entanto, nas andlises por MET, o
fato de ndo se ter observado particulas virais nos 4caros pode estar relacionado a trés
provaveis causas: (i) por se tratar de uma técnica menos sensivel que as que envolvem PCR,
(ii) por ocorrer uma baixa concentragdo viral no vetor.

Estudos de microscopia eletronica de transmissdo realizados por Kitajima et al.,
(2007) revelaram a presenca de particulas de CoRSV e viroplasmas (sitio de replicagdao dos
virus) no niucleo e no citoplasma de células das glandulas prosomais de 4caros provenientes
de plantas com sintomas da mancha anular. Mesmo encontrando viroplasmas no interior do

vetor, este € um evento raro, pois isto foi verificado em menos de 10% das amostras
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analisadas (KITAJIMA et al.,, 2010). Estes viroplasmas encontrados por Kitajima et al.,
(2007) eram essencialmente similares aos observados nos tecidos das lesdes causadas pelo
CoRSYV nas folhas e frutos (CHAGAS et al., 2003), isto sugere que CoRSV deve se replicar
nos tecidos do dcaro. E importante destacar que tais dcaros foram coletados de plantas
localizadas em &rea com histérico de ocorréncia da doenca. Isto significa que os &dcaros
tiveram livre acesso para o contato com lesdes provocadas pelo virus, possivelmente desde o
estadio larval até a fase adulta. Dessa forma, os dcaros tiveram tempo suficiente e necessario
para que o virus estabele¢a com sucesso uma intima relagdo com o vetor, vencendo o periodo
de laténcia e provavelmente replicando-se no interior do mesmo.

Trabalhos envolvendo a quantificacdo de CoRSV em B. phoenicis praticamente
inexistem. Portanto, exemplos do que acontece com outros patossistemas sdo usados como
modelo na tentativa de elucidar ou compreender melhor o tipo de relagdo existente nesse
patossistema. Nicolini-Teixeira (2008) comparou a quantidade de CiLV-C e alguns VTB-N
tanto em B. phoenicis quanto na planta. A autora constatou diferencas em Cts entre os titulos
de VTB-N (CICSV e CoRSV) e VITB-C (CiLV-C). Para o CoRSV o valor de Ct encontrado
em B. phoenicis e plantas foi de 24 e 23, respectivamente. No presente trabalho, o valor
médio para o CoRSV no 4caro ficou em torno do 30 Ct, uma diferenga portanto, de 6 Cts. Isto
pode estar relacionado ao fato de a autora ter analisado &caros provenientes de plantas
infectadas, sendo que no presente estudo os dcaros tiveram acesso a aquisi¢do do virus por um
periodo de 5 dias.

Em se tratando do modo de transmissdo dos fitovirus, sabe-se que para o tipo de
interacdo virus-vetor do modo persistente-circulativa ou persistente-propagativa, um tempo ou
periodo latente € requerido para que o vetor seja capaz de transmitir o virus. Presume-se, pois
que € necessdrio algum receptor por parte do vetor, de modo que o virus estabeleca uma
intima relacdo com as células do mesmo e assim consiga vencer o seu sistema imune
(HOGENHOUT et al., 2008). Estudos mostraram que para 13 diferentes tipos de virus que se
replicam no vetor, o periodo latente € de 15+1,7dias. Nesse tipo de interacdo, por alguma
razdo o virus necessita primeiro replicar-se para depois tornar-se transmissivel (NAULT,
1991). Dessa forma, quanto maior a laténcia do virus no vetor, maior serd o tempo necessario
para a transmissibilidade do mesmo (HULL, 2002).

A auséncia de sintomas da mancha anular do cafeeiro nas plantas infestadas com os
acaros provenientes dos tratamentos investigados, pode estar relacionado provavelmente a um
longo periodo de laténcia do CoRSV. Estudos sobre transmissibilidade de CoRSV nio sdo

encontrados com frequéncia na literatura. Entretanto, Mori (2003), trabalhando com formas
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imaturas, desde larvas até adultos verificou que ap6s um periodo de acesso a aquisi¢ao (PAA)
de 24 a 72 h e um periodo de acesso a inoculacdo (PAI) de 14 a 72 no tratamento larva mais
adulto 5,9% das plantas foram infectadas. Quando o autor avaliou apenas larvas, somente 5%
das plantas foram infectadas pelo virus, e nas plantas infestadas somente por adultos de B.
phoenicis nao houve expressdao de sintomas. No entanto, hd que se considerar o baixo PAI
fornecido ao 4caro (14 a 72 h), pois o autor ndo fez qualquer mencdo a possibilidade de um
maior periodo de laténcia que pode ser requerido pelo virus em dcaros adultos para que estes
sejam efetivamente capazes de transmitir o virus.

Carvalho (1999) conseguiu uma porcentagem de transmissdo também baixa por larvas
mais adultos (13,3%), assim como quando avaliou apenas larvas (5%), no entanto um baixo
PAA e PAI também foram utilizados pelo autor. Este fato (baixa eficiéncia de transmissao)
foi atribuido a fatores relacionados com o tempo de alimentacdo, condi¢des ambientais ou
ainda devido o virus ndo ter sido adquirido pelos dcaros antes da transferéncia destes para
mudas sadias, pois eles provavelmente ndo se alimentaram nas células infectadas pelo virus,
ou se alimentaram em células onde a concentragao do virus é baixa.

No trabalho realizado por Chagas (1978) também foi observado uma baixa
porcentagem de transmissio de CoRSV nas plantas infestadas (24%). E importante lembrar
que neste estudo, os dcaros foram provenientes de plantas de cafeeiro infectadas, ou seja, os
acaros tiveram contato com o virus desde a fase de larvas até a fase adulta. Dessa forma,
estudos mais detalhados sobre a efici€éncia de transmissao do CoRSV em funcdo da fase do
vetor necessita ser investigada mais detalhadamente.

No presente estudo, ndo foi possivel determinar por qPCR se o CoRSV replica no
interior do vetor, porque o nimero de moléculas do virus foi muito baixa. Fato que pode estar
relacionado a baixa aquisi¢do do virus por B. phoenicis ou ainda pela possibilidade de haver
algum periodo de laténcia do virus, para entdo replicar-se no interior do vetor. Isto &
corroborado pelo teste de transmissdo, pois as fémeas adultas que tiveram um PAA de cinco
dias, ndo transmitiram o virus para nenhuma das plantas infestadas. Este fato reforca a
possibilidade de haver um periodo de laténcia do virus envolvido no processo de transmissao.

No entanto, para confirmar essas hipdteses, sdo necessarios estudos baseados nos
aspectos bioldgicos (eficiéncia de aquisicdo e transmissdo por larvas, ninfas e adultos de B.
phoenicis, periodo de acesso a aquisi¢do, periodo de acesso a inoculagdo, periodo de
incubacdo ou periodo latente). O completo entendimento de tal interacdo auxiliard no
desenvolvimento de medidas adequadas de manejo capazes de interferir em algum dos

parametros epidemioldgicos da mancha anular do cafeeiro no campo.
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Figura 1. Gel de agarose 1% mostrando o resultado da
RT-PCR para a confirmagao de aquisicio do CoRSV por
B. phoenicis. M = Marcador 100 bp NORGEN; 1-
amostra 1; 2-amostra 2; 3-amostra 3; 4-amostra 4; 5-
amostra 5; 6-amostra 6; 7-amostra 7; 8-amostra 8; 9-
amostra 9; 10-amostra 10; 11-BRANCO; 12-controle

negativo; 13-controle Positivo.
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Figura 2. Curva padrao mostrando as relagdes lineares existente entre

as concentragdes do CoRSV e o Cr. O gréfico foi obtido pela

plotagem entre os valores de Ct versus a concentracdo do RNA viral

(Log. de moléculas) gerado a partir das médias das triplicatas técnicas.
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Figura 3. (A) Cinética da amplificacdo gerada nas seis diluicdes seriais (10%; 10"; 10°;
10%; 10% 10"). As reacOes foram realizadas em triplicatas de cada dilui¢do, a partir de
uma concentracdo inicial de 10° do DNA plasmidial contendo o inserto do gene Rep. do
CoRSV. (B) amplicons da sequéncia alvo do CoRSV expressos pelo putativo gene da

Rep. em B. phoenicis no tratamento planta de feijao-de-porco por qPCR.
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Figura 4. (A) Cinética da amplificacdo gerada nas seis dilui¢des seriais (109; 107; 10° ; 10° ; 102;
10"). Realizou-se trés reacoes (triplicatas) de cada dilui¢do, a partir de uma concentracdo inicial
de 10° do DNA plasmidial contendo o inserto do gene Rep do CoRSV. (B) amplicons da
sequéncia alvo do CoRSV expressos pelo gene Rep em B. phoenicis no tratamento planta de

cafeeiro sintomaético por qPCR.



76

10 GRAFICO DE AMPLIFICACAO

0,1

r

885 x 103 1,72 x 107

0,01

i}

ARn

0,001
0,0001
0,00001

0,000001 * ; 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3 38 40
10 1

WM DZEH42H

0,01 -

ARn

0,001

0,0001 -

0,00001

0,000001

2 a 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cycle threshold (Ct)

Figura 5. (A) Cinética da amplificacdo gerada nas seis dilui¢des seriais (109; 107; 10° : 103;
10%; 10"). Realizou-se trés reacdes (triplicatas) de cada diluicdo, a partir de uma concentra¢io
inicial de 10° do DNA plasmidial contendo o inserto do gene Rep do CoRSV. (B) amplicons
da sequéncia alvo do CoRSV expressos pelo gene Rep em B. phoenicis no tratamento planta

de cafeeiro sadio por qPCR.
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Tabela 1. Quantificacdo absoluta do nimero total de RNA transcrito do CoRSV contido em
Brevipalpus phoenicis, expressos pelo putativo gene da Rep, por gPCR em tempo real para

todos os tratamentos estudados.

Tempos
Hospedeiros 0 (D.A.L)* 21 (D.AL)
Ct+DP"®  CV.(%)°  N°de cépias’ Ct+DP" CV.(%)° N°de cépias’
PFP*-1"  33,9240,59 1,73  1,18a A 32,90+0,10 0,32 2,40a A
PFP-2¢  33,39+0,25 074 1,70 a A 33,76£042 1,24 132a A
PFP3"  33,95+0,04 0,13 1,15a A 33,31+027 0,81 1,80a A
CS-1  30,67+0,49 1,60 11,3 abA 30,5040,13 0,42 12,8 DbA
CS-2 31,2240,27 0,88 7,70 abA 31,36+039 1,23 7,00 bA
CS-3 30,90+0,34 1,10 9,66 abA 30,44+024 0,80 133 bA
CSA-1  30,08+0,31 1,02 1,71 bB 33,86+0,81 2,38 1,922 A
CSA-2  30,15+0,35 1,15 16,3 bB 34,03+0,62 1,83 2,552 A
CSA-3  29,81%0,05 0,18 20,6 bB 35,73+097 2,70 1,57a A

‘dias ap0Os a infestagdo (transferéncia dos &caros para os tratamentos); médias do Cycle
threshold (Ct) e desvio padrdo (D.P.) obtidos em triplicatas; ‘coeficiente de variacdo (C.V.);
dnimero de cépias do RNA viral/uL obtido por amostra em cada tratamento; “PFP - planta de
feijao-de-porco; f’g’hrepetig()es — 1, 2 e 3, respectivamente; ICS - cafeeiro sintomatico; ICSA -

cafeeiro sadio.
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Tabela 2. Deteccdo do CoRSV em B. phoenicis por qPCR através do sistema TaqMan®,
avaliados tanto no fator hospedeiro, quanto no fator tempo, considerando os

valores médios de Ct, obtidos das triplicatas de cada repeti¢ao.

Hospedeiros Tempos de coleta
0(D.AL) 21 (D.A.L)
Planta de feijao-de-porco 33,75aA 33,32bA
Cafeeiro sintomatico 30,93bA 30,77cA
Cafeeiro sadio 30,02bB 34,54aA
" F* Tratamentos) 36,68%%  C.V. (%)’ 1,67 DMS* 095 1,17°

15: z . ~ A s 2 21:
dias ap6s a infestacdo (transferéncia dos dcaros para os tratamentos); * resumo da andlise de
A . 2 L. . - . , oy
variancia; “estatistica do teste F; **significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01);
Scoeficiente de variagdo em porcentagem; 4™ diferenca minima significativa; *hospedeiros;
b z1° . ., . .,
tempos. Médias seguidas pela mesma letra mintdscula entre linhas e maidscula entre colunas

nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p
< 0,05).
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CONSIDERACOES FINAIS
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CONSIDERACOES FINAIS

» Nao foi observado aumento de particulas do CiLV-C apés 21 dias de avaliagao no

acaro vetor, indicando que possivelmente ndo replicagdo do virus no vetor.

» Foi observado uma baixa quantidade de particulas do CoRSV em dacaros, indicando
possivelmente baixa aquisicao viral por dcaros adultos e/ou ocorréncia de um periodo de
laténcia elevado (proprio dos virus replicativos), de modo a ndo tornar possivel sua

quantificagao.

» No patossistema CiLV-C-B.phoenicis, houve a transmissdo do virus para plantas
sadias, mostrando que nesse caso a laténcia foi bem menor, quando comparado com o

CoRSV. Laténcia baixa € peculiar aos virus circulativos;

» No caso do CoRSV nao houve transmissao deste para plantas sadias reforcando a idéia

de replicagdo, pois o que estd envolvido nesse caso € a laténcia do virus;

* A qPCR comprovou que B. phoenicis na fase adulta foi capaz de adquirir os dois virus

estudados, porém apenas um foi transmissivel;

* A qPCR mostrou-se mais sensivel que a microscopia eletronica de transmissdo, razao

esta que justifica o seu emprego em estudos de interagdo virus-vetor;

* Os resultados revelam tratar-se de dois patossistemas bastante complexos, nos quais

estdo envolvidos fatores tanto do dcaro, quanto do virus que precisam ser mais explorados;

= Este estudo € pioneiro na tentativa de quantificacdo do CoRSV no 4caro vetor por

gPCR, permitindo fazer inferéncias que poderao ser dteis em novas pesquisas dessa natureza.



