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Resumo 

A morte súbita dos citros (MSC) causou a morte ou erradicação de aproximadamente quatro 

milhões de plantas de laranja doce na principal região citrícola do Brasil. Embora sua 

etiologia ainda não esteja completamente resolvida, seus sintomas e distribuição (especial e 

temporal) indicam uma provável doença viral. Trabalhos anteriores associaram a MSC ao 

vírus da tristeza dos citros (CTV) e ao CSDaV (Citrus sudden death-associated virus), no 

entanto, os resultados obtidos destes trabalhos não são conclusivos. Afim de estudar as 

populações de vírus presentes em plantas de citros afetadas pela MSC, este trabalho realizou 

uma análise comparativa, através do sequenciamento de alta performance do transcriptoma e 

dos pequenos RNAs de plantas sintomáticas e assintomáticas para MSC. Os dados revelaram 

uma infecção viral mista, incluindo o CTV como vírus mais predominante, seguido do 

CSDaV, um pararetrovírus endógeno de citros (CitPRV) e dois possíveis novos vírus, 

putativamente denominados de Citrus jingmen-like virus (CJLV) e Citrus virga-like virus 

(CVLV). As análises de correlação com a MSC indicaram uma provável associação de 

plantas sintomáticas com o CitPRV, enquanto que os dois novos vírus mostraram estar mais 

associados com plantas assintomáticas. A associação mais evidente foi observada entre 

plantas sintomáticas e um genótipo específico de CSDaV, o que nos conduziu a um estudo 

mais específico de variabilidade genética de 31 isolados de CSDaV, obtidos de plantas MSC-

sintomáticas e assintomáticas. As análises de cinco regiões genômicas parciais do CSDaV, 

que correspondem aos domínios da metiltransferase, região de múltiplos domínios (MDR), 

helicase, RNA-dependente de RNA polimerase e capa proteica, mostraram que a região MDR 

apresentou maior diversidade genética. A diversidade nucleotídica (π) foi baixa para os 

isolados de CSDaV, e as análises filogenéticas revelaram a predominância de dois grupos 

principais, sendo que um deles se mostrou mais associado às plantas sintomáticas, o que foi 

coerente com os resultados relatados anteriormente. Além disso, os isolados de plantas 

sintomáticas mostraram maior diversidade nucleotídica, maiores taxas da relação dN/dS, e 

maior número de aminoácidos alterados, principalmente nas regiões mais próximas da região 

5' terminal. Este trabalho gerou informações novas e importantes sobre o patossistema MSC. 

Tais informações foram consideradas para construção de um clone de cDNA do CSDaV, que 

poderá ser utilizado em outros estudos de etiologia, e também devem ser consideradas em 

futuros estudos epidemiológicos. 

Palavras-Chave: Morte súbita dos citros, sequenciamento de alta performance, vírus de 

citros, CSDaV, CTV. 



 

 

Abstract 

 

Citrus sudden death (CSD) is a disease that caused death or eradication of approximately four 

million orange trees in a very important citrus region in Brazil. Although its etiology is still 

not completely clear, symptoms and distribution of affected plants indicate a viral disease. 

Previous works have associated Citrus trsiteza vírus (CTV) and Citrus sudden death-

associated virus (CSDaV) with CSD, but all attempts to prove these association have failed so 

far. In attempting to study the virome of citrus plants affected by CSD, and compare the 

frequency and diversity of viruses between CSD-symptomatic and asymptomatic plants, we 

have done a comparative high-throughput sequencing analysis of the transcriptome and small 

RNAs from those plants by using Illumina platform. The data revealed a mixed infection that 

included CTV as the most predominant virus, followed by the CSDaV, Citrus endogenous 

pararetrovirus (CitPRV) and two putative novel virus tentatively named Citrus jingmen-like 

virus (CJLV) and Citrus virga-like virus (CVLV) in this study. We demonstrated a likely 

association of the CSD-symptomatic plants with CitPRV, whereas the two putative novel 

viruses showed to be more associated with CSD-asymptomatic plants. The strongest 

association was observed between CSD-symptomatic plants and a specific CSDaV genotype, 

which led us to study more specificaly the genetic variability among 31 CSDaV isolates 

obtained from both CSD-symptomatic and asymptomatic plants. Analyses of partial 

nucleotide sequences of five domains of the CSDaV genomic RNA, including those encoding 

for the methyltransferase, the multi-domain region (MDR), the helicase, the RNA-dependent 

RNA polymerase and the coat protein, showed that the MDR coding region was the most 

diverse region assessed here. The nucleotide diversity (π) was low for CSDaV isolates, but the 

phylogenetic analyses revealed the predominance of two main groups, one of which showed a 

strong association with CSD-symptomatic plants, supporting the previous results obtained 

from the high-throughput analyses. Isolates obtained from CSD-symptomatic plants, 

compared to those obtained from asymptomatic plants, showed higher nucleotide diversity, 

nonsynonymous and synonymous substitution rates and number of amino acid changes on the 

coding regions located closer to the 5’ end region of the genomic RNA. This work generated 

new and valuable information that were used to construct an infectious clone of the CSDaV, 

which will be used in further etiology studies, and that must be considered in further 

epidemiological studies. 

Keywords: Citrus sudden death, hight- throughput sequencing, citrus viruses, CSDaV, CTV 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Aspectos gerais da citricultura e sua importância econômica para o Brasil 

Considerando o valor comercial e nutricional, o gênero Citrus representa uma das 

mais importantes culturas frutíferas do mundo (SINGH; RAJAM, 2009). Diversos registros 

indicam que essa cultura teve origem na China e no Sudeste Asiático, onde foi cultivada por 

mais de 4.000 anos (NEVES et al., 2010; SINGH; RAJAM, 2009), e de onde se dispersou 

para outras regiões do mundo, atingindo mais de 140 países (LIU; HEYING; 

TANUMIHARDJO, 2012). Entretanto, as melhores condições para o desenvolvimento das 

espécies do gênero Citrus foram encontradas em regiões tropicais e subtropicais, sendo as 

laranjas, os limões, as limas, as toranjas e as tangerinas, os principais exemplos de citros 

cultivados nestas regiões (ARTUR; FRANCISCO, 2014; LIU; HEYING; 

TANUMIHARDJO, 2012).  

Introduzidas no Brasil logo no início da colonização, as plantas de citros expandiram-

se por grande parte do território nacional, sendo cultivadas, principalmente, nos estados do 

Pará, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, São Paulo, Paraná e Rio Grande do Sul (ARTUR; 

FRANCISCO, 2014; IBGE, 2016; NEVES et al., 2010), fato que coloca o Brasil entre os 

maiores produtores de citros do mundo, juntamente com China, Estados Unidos, Índia, 

México e Espanha (LIU; HEYING; TANUMIHARDJO, 2012; USDA, 2016). No entanto, foi 

com a laranja doce que o Brasil conseguiu reconhecimento mundial, atingindo a primeira 

colocação no ranking de produção, e se destacando como maior produtor e exportador de suco 

de laranja concentrado do mundo (ARTUR; FRANCISCO, 2014; USDA, 2016). Com, 

aproximadamente, 700 mil hectares atuais de área plantada, o Brasil produziu cerca de 16 

milhões de toneladas de laranjas na última safra, o que representa mais de 30% de toda a 

produção mundial (IBGE, 2016), além de ter sido responsável por mais da metade de toda a 

produção de suco de laranja do mundo (≈ 54,6%), o qual foi praticamente todo destinado a 

exportação (USDA, 2016), gerando lucros indiscutíveis para o país. 

Embora diferentes Estados brasileiros tenham contribuído significativamente com o 

rendimento total na produção de laranja, a maior contribuição vem do Estado de São Paulo, 

que conta com quase 450 mil hectares de área plantada e foi responsável por, 

aproximadamente, 73% da produção nacional na última safra (IBGE, 2016). Dada a 
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importância desse Estado para a citricultura brasileira, e a alta suscetibilidade das plantas de 

laranja ao ataque de diferentes pragas e doenças (SINGH; RAJAM, 2009), a persistência de 

diversos problemas fitossanitários nesta região ainda é considerada uma grande ameaça para a 

citricultura do país. Doenças como a clorose variegada dos citros (CVC), pinta-preta, leprose, 

cancro cítrico e o huanglongbing (HLB) representam problemas ainda não completamente 

resolvidos, gerando preocupação e aumento de custo de produção para os citricultores 

(SINGH; RAJAM, 2009).  

 

1.2. Da tristeza dos citros à morte súbita dos citros 

Além das doenças citadas acima, uma das mais devastadoras doenças que atingiu a 

cultura de citros no Brasil e no mundo foi a denominada tristeza dos citros, causada pelo vírus 

de mesmo nome, CTV (Citrus tristeza virus) (SINGH; RAJAM, 2009). O CTV é um vírus 

limitado às células do floema, membro da família Closteroviridae e gênero Closterovirus. 

Possui um genoma de RNA fita simples e senso positivo, com aproximadamente 19,3 Kb de 

comprimento. Seu genoma é organizado em 12 Open Reading Frames (ORFs) e duas regiões 

não-transcritas, localizadas nas regiões 5’ e 3’ terminais (DAVINO et al., 2013). A ORF1 (1a 

e 1b) é traduzida diretamente do RNA genômico e expressa uma poliproteína relacionada com 

a replicação do genoma viral (DAVINO et al., 2013). As demais ORFs são expressas através 

dos RNAs subgenômicos 3’ coterminais e codificam as proteínas p6, p65, p61, p27, p25, p18, 

p13, p20, p23 e p33, requeridas para diferentes atividades, como montagem do virion, 

movimento célula-a-célula, supressão do silenciamento de genes e invasão ao hospedeiro 

(FOLIMONOVA, 2013; MORENO et al., 2008). 

Dependendo da variedade copa, do porta-enxerto e do haplótipo ou mistura de 

haplótipos de CTV, a tristeza dos citros pode se manifestar através de diferentes sintomas, 

como amarelecimento das plântulas (típico de plântulas de laranja Azeda, toranjas e limões), 

caneluras no lenho, baixa produtividade e qualidade dos frutos (independente do porta-

enxerto utilizado) e declínio rápido (atingindo, principalmente, laranjas doces enxertadas 

sobre o porta-enxerto laranja Azeda) (DAVINO et al., 2013). No século passado, a tristeza 

dos citros foi responsável pela perda (morte ou improdutividade) de mais de 100 milhões de 

pés de laranjas ao redor do mundo (BOVÉ; AYRES, 2007). No Brasil, entre os anos de 1940 

e 1950, nove entre onze milhões de plantas de laranjas doces (Citrus sinensis L. Osb.) 

enxertadas sobre o porta-enxerto laranja Azeda (Citrus aurantium), principal porta-enxerto 
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utilizado naquela época em pomares no Estado de São Paulo, foram afetadas pela doença; 

evento este que quase destruiu a citricultura paulista (ROMÁN et al., 2004). Acredita-se que o 

CTV tenha se originado na China e atingido outros países citrícolas através da propagação de 

borbulhas infectadas (MORENO et al., 2008), enquanto que a disseminação local entre 

plantas ocorre por afídeos vetores, sendo o pulgão preto (Toxoptera citricida) considerado o 

principal e mais eficiente vetor de CTV no Brasil (MORENO et al., 2008).  

Diante de todo o prejuízo causado pela tristeza dos citros e afim de retomar a 

citricultura no Brasil, a principal região citrícola do país que compreende o Estado de São 

Paulo e a região do Triângulo Mineiro, Minas Gerais, foi submetida à algumas mudanças 

(BOVÉ; AYRES, 2007), como o uso da proteção cruzada ou pré-imunização com complexos 

fracos e protetivos de CTV, e a substituição do porta-enxerto laranja Azeda, largamente 

cultivada nesta região e considerada suscetível a tristeza dos citros (BOVÉ; AYRES, 2007; 

COSTA et al., 2010). A combinação laranja doce enxertada sobre o porta-enxerto laranja 

Azeda foi substituída por combinações mais tolerantes à doença, utilizando-se de porta-

enxertos alternativos, como o limão Cravo (Citrus limonia Osb), limão Volkameriano (Citrus 

volkameriana), Cleopatra mandarin (Citrus reshni), Sunki mandarin (Citrus sunki), limão 

Rugoso (Citrus jambhiri Lush) e Poncirus trifoliata e seus híbridos (citranges e citrumelos) 

(BOVÉ; AYRES, 2007). No entanto, foi com o limão Cravo que a região citrícola foi 

reestabelecida. Este porta-enxerto tornou-se largamente utilizado, principalmente devido suas 

características agronômicas importantes, como compatibilidade com todas as variedades copa, 

precocidade, alta produção na copa e tolerância à seca (POMPEU JUNIOR, 2001). Até o ano 

de 2000, 85% das laranjas doces na principal região citrícola do país estavam enxertados 

sobre o porta-enxerto limão Cravo (BOVÉ; AYRES, 2007).  

Tendo em vista a importância do limão Cravo no Brasil, a identificação, em 1999, de 

plantas de laranja doce sobre este porta-enxerto com uma nova sintomatologia de declínio 

rápido seguido de morte da planta, tornou-se uma nova ameaça à citricultura brasileira 

(CANTÚ et al., 2008; ROMÁN et al., 2004). A nova doença foi denominada de morte súbita 

dos citros (MSC) (MÜLLER et al., 2002) e foi responsável, entre os anos de 2001 e 2010, 

pela morte ou erradicação de cerca de quatro milhões de pés de laranja na principal região 

citrícola do Brasil (MACHADO et al., 2004; GOMES et al., 2008; NEVES et al., 2010). 
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1.3. Aspectos gerais da morte súbita dos citros, sintomatologia e etiologia da doença 

As primeiras plantas sintomáticas para MSC foram identificadas em alguns 

municípios do sudoeste do Estado de Minas Gerais (Comendador Gomes, Frutal e 

Uberlândia) e norte do Estado de São Paulo (Altair, Barretos, Colômbia e Guaraci) 

(BASSANEZI et al., 2003). Plantas com MSC apresentam sintomas de declínio generalizado, 

caracterizado por folhas de coloração verde-pálida em toda a copa, diferentes níveis de 

desfolha, ausência de novos brotos e morte do sistema radicular, resultantes, principalmente, 

da degeneração do floema (MACCHERONI et al., 2005; ROMÁN et al., 2004). Porém, o 

sintoma mais característico da doença, e que tem sido utilizado como diagnóstico, é a 

presença de uma coloração amarelada na região cambial do porta-enxerto (CANTÚ et al., 

2008; MÜLLER et al., 2002). A gravidade dos sintomas aumenta quando a demanda de água 

é alta, e a morte das plantas pode ocorrer entre 1 a 12 meses após o aparecimento dos 

primeiros sintomas, dependendo da estação do ano e da variedade da planta (MACCHERONI 

et al., 2005). A princípio, foram observados sintomas de MSC em plantas de laranja Westin, 

Hamlin, Natal, Valência, Pera e Rubi, todas enxertadas sobre limão Cravo (BASSANEZI et 

al., 2003). No entanto, observações subsequentes revelaram que laranjas doces sobre o porta-

enxerto limão Volkameriano também são suscetíveis à doença (ROMÁN et al., 2004). Outros 

porta-enxertos, como tangerinas Cleópatra e Sunki e Poncirus trifoliata e seus híbridos 

(citranges e citrumelos) tem se mostrado tolerantes a MSC (MACHADO et al., 2004). 

O principal desafio no controle e estudo da MSC tem sido a identificação do seu 

agente causal. Várias hipóteses foram levantadas a respeito da sua etiologia, no entanto, essa 

questão ainda não está completamente resolvida (GOMES et al., 2008). Fatores abióticos, 

como estresse ambiental e/ou nutricional e manejo inadequado do pomar, foram 

desconsiderados quando pomares bem conduzidos começaram a apresentar plantas com 

sintomas da doença (MACHADO et al., 2004). Além disso, o fato da MSC ter sido 

transmitida por união de tecidos reforçava a hipótese de que um agente biótico estaria 

associado à doença (YAMAMOTO et al., 2011). Alguns patógenos conhecidos de solo, como 

Phytophthora, Fusarium e nematóides, foram colocados em segundo plano, já que suas 

populações eram baixas em talhões com alta incidência de plantas com MSC (MACHADO et 

al., 2004). Bactérias e fitoplasmas também foram excluídas em razão dos sintomas e da 

ausência desses patógenos nas plantas afetadas (MÜLLER et al., 2002). A hipótese de serem 

viróides também foi desconsiderada, principalmente, pela forma de transmissão desses 
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patógenos não ser consistente com a observada em plantas com MSC (MÜLLER et al., 2002). 

Diante dessas observações e baseado nos sintomas e distribuição espacial e temporal da 

doença, a hipótese de que a MSC seja uma doença viral, possivelmente transmitida por um 

inseto vetor, é considerada a mais provável (BASSANEZI et al., 2003). 

Na busca por um agente viral causador dos sintomas de MSC, estudos demonstraram 

que o padrão espacial e temporal de plantas afetadas pela doença eram notavelmente 

semelhantes à disseminação do CTV (BASSANEZI et al., 2003). Além disso, verificou-se 

que a MSC se assemelha a tristeza dos citros quanto aos sintomas, características 

epidemiológicas (BASSANEZI et al., 2003), e características anatômicas (ROMÁN et al., 

2004), o que levou os pesquisadores a sugerirem que a nova doença pudesse ser causada por 

um novo variante de CTV (BASSANEZI et al., 2003; BOVÉ; AYRES, 2007). No Brasil, o 

vírus da tristeza pode ser encontrado como populações mistas de haplótipos em todas as 

espécies e variedades de citros devido ao seu caráter endêmico e à transmissão generalizada 

pelo pulgão preto (MÜLLER et al., 2002; SOUZA, 2002). No entanto, a possibilidade de 

novos variantes de CTV desenvolverem sintomas em plantas de citros previamente 

consideradas tolerantes ao vírus, sempre foi preocupante. TARGON et al. (2003) e RIVAS-

VALENCIA et al. (2008) caracterizaram a estrutura populacional de isolados de CTV, em 

plantas com e sem sintomas de MSC, através da análise do gene da capa proteica do vírus. A 

estrutura populacional de CTV se mostrou heterogênea para os dois grupos de plantas, e não 

foi identificado nenhum padrão dominante de CTV em plantas com MSC. A variabilidade 

genética do CTV, em plantas com e sem sintomas de MSC, também foi estudada a partir de 

análises dos genes RdRP e HSP70h do vírus (GOMES et al., 2008). Apesar da 

sintomatologia, as plantas apresentaram-se co-infectadas com variantes de CTV similares 

(GOMES et al., 2008). Esses resultados não conclusivos tem dificultado a identificação de 

uma associação clara entre isolados de CTV e MSC.  

Em 2005, na busca por novos variantes de CTV em plantas afetadas pela MSC, um 

novo vírus, membro do gênero Marafivirus (família Tymoviridae) foi descrito como associado 

à doença, e denominado de CSDaV (Citrus sudden death-associated vírus) (MACCHERONI 

et al., 2005). MACCHERONI et al. (2005) verificaram a presença desse vírus em 99,7% das 

plantas analisadas com sintomas da doença, não detectando-o em plantas crescidas em regiões 

geográficas mais afastadas do local de incidência. O CSDaV é constituído por uma fita 

simples de RNA, senso positivo e com um tamanho de aproximadamente 6,8 Kb 

(MACCHERONI et al., 2005). Assim como o CTV, é um vírus limitado ao floema, e possui 
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um genoma organizado por duas ORFs. A ORF1 compreende quase todo o genoma do vírus 

(p240) e é gerada a partir do RNA genômico, apresentando domínios proteicos conservados 

para metiltransferase, protease, helicase, RdRp e a maior das duas proteínas do capsídeo 

(p22,5), sendo a menor delas (p21) codificada pelo RNA sub-genômico na região 3’ 

coterminal. A ORF2, na região 3’ terminal, é uma ORF pequena (p16) que parece codificar 

para uma proteína semelhante a proteína de movimento de um membro do gênero 

Maculavirus, também da família Tymoviridae (MACCHERONI et al., 2005). A presença do 

CSDaV também foi detectada em três espécies de pulgões vetores de CTV (Toxoptera 

citricida, Aphis gossypii e A. spiraecola) (MACCHERONI et al., 2005; SANTOS, 2011). No 

entanto, devido a diversas dificuldades em se estudar esse patossistema, o postulado de Koch 

para o CSDaV ainda não foi cumprido. Tentativas de purificação e transmissão somente do 

CSDaV para plantas de citros, assim como tentativas de construção de um clone infeccioso de 

CSDaV, não geraram resultados satisfatórios (SANTOS, 2011; NUNES, 2009). Desta forma, 

a associação do CSDaV com a MSC continua não completamente elucidada (CANTÚ et al., 

2008). 

 

1.4. Situação atual da morte súbita dos citros e novas estratégias para o estudo da doença 

 Como relatado até aqui, a etiologia da MSC não está completamente elucidada, 

principalmente em função das dificuldades de purificação, transmissão e caracterização dos 

vírus potencialmente associados à doença. A perda de aproximadamente quatro milhões de 

plantas de laranja entre os anos de 2001 e 2010 e a forma rápida com que a doença se 

espalhou entre os municípios dos Estados de Minas Gerais e São Paulo neste mesmo período 

(GOMES et al., 2008), levaram os citricultores da principal região citrícola do país a tomarem 

algumas medidas de contenção para o controle da doença. A comercialização e o trânsito de 

materiais vegetativos (mudas, borbulhas, porta-enxertos e sementes) produzidos a céu aberto e 

procedentes das áreas de ocorrência da doença foram proibidos (PORTARIA CDA-9, 2002). 

Entretanto, a medida mais eficiente para a superação do problema foi a substituição do porta-

enxerto limão Cravo por porta-enxertos considerados tolerantes à MSC, como, 

principalmente, tangerine Sunki e citrumelo Swingle (POMPEU JÚNIOR; BLUMER, 2008). 

Embora a MSC tenha se tornado um problema controlável, todos os porta-enxertos utilizados 

em substituição ao limão Cravo exigem irrigação, o que acabou aumentando o custo de 

produção para o citricultor.  



20 

 

 Essas sucessivas trocas de porta-enxertos, afim de impedir o desenvolvimento de 

determinadas doenças, o não conhecimento do agente etiológico definitivo da MSC, e a 

detecção de sintomas de MSC em plantas de laranjas doces enxertadas sobre diferentes porta-

enxertos, até então não considerados suscetíveis à doença, como limão Rugoso (Citrus 

jambiri), Sunki da China (Citrus sunki) e Citrus pennivisiculata Lush (comunicação pessoal - 

não publicado), geram preocupações com relação ao futuro da citricultura no país. Poderia o 

agente causal da MSC começar a desenvolver sintomas em plantas consideradas tolerantes à 

doença? Desta forma, é clara ainda a necessidade de se confirmar a etiologia viral e entender a 

real função dos vírus atualmente associados a doença.  

 Grande parte dos estudos envolvendo plantas afetadas pela MSC utilizaram estratégias 

convencionais, como ELISA (enzyme-linked immnosorbet assay) e RT-PCR (reverse 

transcription polymerase chain reaction), para detecção dos vírus putativamente associados à 

doença (TARGON et al., 2003; GOMES et al., 2008; RIVAS-VALENCIA et al., 2008; 

SANTOS, 2011). No entanto, esses métodos tradicionais de detecção dependem de um 

conhecimento prévio do genoma viral, sendo altamente específicos e excluindo a 

identificação de outros vírus conhecidos e não conhecidos (COETZEE et al., 2010; LI et al., 

2012), o que pode, possivelmente, gerar resultados não precisos quanto ao estado etiológico 

da planta estudada (LI et al., 2012). A estratégia de sequenciamento por shotgun, realizada 

por MACCHERONI et al. (2005), de plantas com sintomas de MSC e que resultou na 

identificação do CSDaV, gerou um baixo número de reads, o que dificultou o estudo da 

frequência dos vírus detectados, a diferenciação dos virus com alta diversidade genética e a 

identificação de outros novos vírus. Diante disso, o uso de novas metodologias eficientes na 

identificação e caracterização das populações de vírus que possam estar presentes e 

associados à plantas afetadas pela MSC, assim como o estudo da diversidade genética de 

populações de vírus já associados à doença (CTV e CSDaV) e dos fatores envolvidos na 

diversidade e na estrutura populacional desses vírus, são fundamentais para um melhor 

entendimento desse patossistema e, consequentemente, para a escolha de estratégias mais 

eficazes para o controle da doença. 

 A tecnologia de sequenciamento de nova geração (NGS - Next Generation 

Sequencing) tem sido amplamente utilizada, com sucesso, na detecção e caracterização de 

vírus já conhecidos e não conhecidos em plantas hospedeiras (JO et al., 2015; LI et al., 2012; 

PRABHA; BARANWAL; JAIN, 2013). O sequenciamento de alta performance do 

transcriptoma total (RNA-seq) e dos pequenos RNAs (sRNAs) de plantas, especialmente com 
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uma etiologia viral desconhecida, tem demonstrado ser uma abordagem poderosa e 

promissora na detecção de ambos os vírus de RNA e DNA (LI et al., 2012; NOURI et al., 

2016), principalmente, pelo fato do sequenciamento de transcriptoma e de sRNAs permitirem 

o acesso à maioria dos RNAs expressos e aos sRNAs derivados do mecanismo de defesa das 

plantas contra vírus, respectivamente (LI et al., 2012; NOURI et al., 2016). O presente 

trabalho utilizou da tecnologia de sequenciamento de nova geração para um estudo geral das 

populações de vírus presentes em plantas de citros crescidas numa região afetada pela MSC, 

através do sequenciamento de trasncriptoma e de sRNAs. Os dados gerados permitiram o 

acesso às populações de vírus mais e menos predominantes e a comparação da frequência dos 

vírus identificados entre plantas sintomáticas e assintomáticas para a MSC, o que também 

serviu de base para um estudo mais específico de diversidade genética e construção de um 

clone infeccioso de CSDaV. 
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6. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 As abordagens utilizadas neste trabalho permitiram um estudo das populações de vírus 

presentes em plantas de citros cultivadas numa região afetada pela morte súbita dos citros 

(MSC). O sequenciamento de alta performance, combinando dados de RNA-seq e de 

pequenos RNAs, foi eficiente para revelar a ocorrência de uma infecção viral mista, 

incluindo, predominantemente, os dois vírus previamente associados à MSC, Citrus tristeza 

virus (CTV) e Citrus sudden death-associated virus (CSDaV), e um vírus endógeno de citros, 

Citrus endogenous pararetrovirus (CitPRV), até então não identificado em plantas de citros 

no Brasil. Também foi possível identificar vírus menos predominantes (0,13% dos reads 

totais), os quais permitiram a caracterização parcial do genoma de dois possíveis novos vírus, 

denominados nesse estudo como Citrus jingmen-like virus (CJLV) e Citrus virga-like virus 

(CVLV). A estratégia de sequenciamento também contribuiu com as análises de diversidade 

genética, permitindo a identificação de dois genótipos diferentes de CTV, filogenéticamente 

associados aos grupos severos RB e VT, e dois genótipos diferentes de CSDaV. Assim como 

em trabalhos anteriores, não foi possível fazer uma associação entre os genótipos de CTV 

encontrados e a MSC. No entanto, a distribuição dos reads sobre o genoma de referência de 

CTV indicam que reads derivados de plantas assintomáticas parecem se concentrar na região 

do gene p20, relacionado com a supressão de silenciamento dos genes, já reads derivados de 

plantas sintomáticas mostraram ser mais abundantes na região dos genes associados às 

atividades de interação com o hospedeiro (p13, p18 e p33). Embora não conclusivos, tais 

resultados geram novas questões sobre uma possível função(ões) desses genes no 

desenvolvimento da MSC. As análises comparativas, correlacionando a frequência dos vírus 

com a presença ou ausência de sintomas de MSC, indicaram uma possível associação entre 

CitPRV e plantas sintomáticas e uma forte associação entre os novos vírus identificados neste 

estudo (CJLV e CVLV) e plantas assintomáticas, resultados estes que geram novas questões 

sobre as funções desses vírus nas plantas de citros estudadas. No entanto, a abordagem deste 

estudo indicou, assim como em outros trabalhos, o CSDaV como o vírus mais associado a 

doença, e permitiu identificar, pela primeira vez, um genótipo específico de CSDaV mais 

associado às plantas sintomáticas. Tais resultados foram verificados através de um estudo 

mais específico da diversidade do CSDaV. Análises de cinco regiões genômicas de isolados 

de CSDaV, obtidos de plantas sintomáticas e assintomáticas para MSC, revelaram a 
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predominância de dois grupos filogeneticamente diferentes, e indicaram, de forma coerente 

com os resultados obtidos previamente, que um grupo específico está mais associado às 

plantas sintomáticas. Além disso, essa segunda abordagem demonstrou que o grupo de 

isolados mais associado às plantas com sintomas apresentou uma maior diversidade genética, 

comparado com os isolados de plantas assintomáticas, e que a maior diversidade foi 

verificada para uma região específica, e de função não conhecida, do genoma do vírus. 

Poderia esta região estar associada a função(ões) de adapatação do vírus tornando-o mais 

infectivo para a planta? Os resultados obtidos conduziram este trabalho para uma construção 

de um clone de cDNA do CSDaV, a ser utilizado em futuros estudos de função do vírus e 

etiologia da doença. Embora ainda não seja possível definir de forma conclusiva o agente 

causal da MSC, as abordagens utilizadas neste trabalho geraram importantes e novas 

informações com relação a esse patossistema e vírus envolvidos, as quais devem ser levadas 

em consideração em estudos futuros. 
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