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RESUMO

Huanglongbing (HLB) ¢ considerada a mais destrutiva doenga da citricultura, e esta
disseminada nos principais paises produtores de citros. O HLB estd associado a bactérias
limitadas ao floema, compreendendo ‘Candidatus Liberibacter spp.’. A disseminagdo desta
bactéria ocorre naturalmente por meio de inseto vetor, no entanto uma planta sadia pode
também ser contaminada pela utilizagdo de material propagativo infectado. A disseminacao
da bactéria ¢ um ponto chave para o manejo do HLB. Entretanto, poucos estudos foram
realizados para determinar a possibilidade de transmissdo da bactéria por sementes, sendo este
aspecto de grande importancia para a produ¢do de mudas citricas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi investigar a transmissao da bactéria ‘Ca. Liberibacter spp.’ por sementes citricas.
Sementes de frutos coletados de plantas com HLB de laranja doce (Citrus sinensis Osbeck)
dos cultivares Péra Rio, Folha Murcha, IPR-73 ¢ Shamouti, de tangerina (Citrus reticulata
Blanco) do cultivar Ponkan e de porta-enxertos limao Cravo (Citrus limonia Osbeck) e
citrumelo Swingle (Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) foram testadas para
presenca de ‘Ca. L. asiaticus’. Plantas produzidas a partir dessas sementes também foram
examinadas para presenca da bactéria do HLB exceto para as espécies de porta-enxerto.
Foram obtidas um total de 920 plantas que foram mantidas sob condi¢des controladas. Apos
5, 18 e 25 meses da semeadura, foram realizados testes moleculares para detec¢do da bactéria.
Utilizando os primers A2/J5, a presenga de ‘Ca. L. asiaticus’ foi detectada em diferentes
partes das sementes de todas as espécies testadas. Entretanto, esses resultados ndo foram
confirmados quando utilizado os primers Oil/Oi2c na PCR. Duas plantas de laranja doce do
cultivar Folha Murcha foram diagnosticadas positivas para ‘Ca. L. asiaticus’ aos 18 meses,
utilizando os primers A2/J5. Entretanto, essas plantas ndo apresentaram sintomas de HLB.
Testes posteriores nessas mesmas plantas e também nas demais nao apresentaram a presenca
da bactéria. Estes resultados indicaram a falta de evidéncias de transmissdo por sementes de
‘Ca. L. asiaticus’.

Palavras-chave: Huanglongbing. Transmissao vertical. Endofiticos. HLB. Citrus spp.
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ABSTRACT

HLB (HLB) is considered the most destructive disease of citrus, and is widespread in the
major producing areas around the world. HLB is associated with the phloem limited bacteria,
named ‘Candidatus Liberibacter spp.’. The spread of the bacteria occur naturally through
insect vector, but a healthy plant can also be contaminated through infected propagative
material. The spread of the bacteria is a key point for the management of HLB. However,
limited studies have been conducted to determine the possibility of transmission of the
bacteria through seeds. This aspect is of major importance for the production of citrus nursery
trees. Thus, the objective of this study was to investigate the spread of the bacteria ‘Ca.
Liberibacter spp.” through seeds of different citrus species. Seeds obtained from fruits
collected from HLB infected plants of sweet oranges (Citrus sinensis Osbeck) Péra Rio, Folha
Murcha, IPR-73 and Shamouti, tangerine (Citrus reticulata Blanco) Ponkan, and of the
rootstocks Rangpur lime (Citrus limonia Osbeck) and Swingle citrumelo (Citrus paradisi
Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) were tested for the presence of ‘Ca. L. asiaticus’. Nursery
trees obtained from these seeds were also examined for the presence of the HLB bacterium. A
total of 920 plants were obtained from different species and cultivars of citrus and they were
kept under controlled conditions. The plants were tested 5, 18 and 25 months after sowing to
detect the presence of the bacteria. By using the set of primers A2/J5, the presence of ‘Ca. L.
asiaticus’ was detected in the different parts of the seeds of the tested citrus cultivars.
However, these results were not confirmed when the set of primers 0il/Oi2¢ were used to
detect the HLB bacterium. Two sweet orange plants of cultivar Folha Murcha were diagnosed
positive for ‘Ca. L. asiaticus’ at 18 months after sowing. However, the plants showed no
symptoms of HLB. Further tests of these plants did now show the presence of bacterium.
These results indicate the lack of evidence for seed transmission of ‘Ca. L. asiaticus’.

Keywords: HuangLongbing. Vertical transmission. Endophytes. HLB. Citrus spp.
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1 INTRODUCAO

A citricultura ¢ um dos setores de maior importincia do agronegdcio
brasileiro. O sistema agroindustrial citricola brasileiro movimenta nove bilhdes de reais por
ano, gerando mais de 400 mil empregos diretos e 1,2 milhdes de empregos indiretos (NEVES;
JANK, 20006).

Entre as principais barreiras que ameagam a citricultura brasileira estdo as
pragas e doengas, que comprometem grandes regides produtoras. Dentre as doengas, destaca-
se o Huanglongbing (HLB) que esta associada a trés espécies de ‘Candidatus Liberibacter
spp.” (BOVE, 2006). O HLB foi identificado pela primeira vez no Brasil no Estado de Sio
Paulo, no ano de 2004 (COLETTA-FILHO et al., 2004). Devido a sua rapida disseminacao,
atualmente, a doenga encontra-se também presente nos estados de Minas Gerais e Parana. Os
sintomas em laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.) ja sao conhecidos, mas podem ser
confundidos com outros de origem bidtica e abidtica, como por exemplo aqueles causados por
deficiéncias nutricionais e outras doengas dos citros. Os frutos sintomaticos sdo imprestaveis
para a industria de suco e para o comércio in natura (DAGULO et al., 2010).

A transmissdo por insetos vetores ¢ a forma principal de disseminacdo da
bactéria do HLB nos pomares. Duas espécies de psilideos sdo conhecidas como transmissores
naturais da bactéria, Trioza erytreae Del Guercio responsavel pela transmissdo da espécie
africana, ‘Candidatus Liberibacter africanus’, e Diaphorina citri Kuwayama transmissor das
espécies asiatica ¢ americana da bactéria, ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ e ‘Candidatus
Liberibacter americanus’, respectivamente (DA GRACA, 1991).

A presenga de inseto vetor aliado a um periodo latente em torno de 6 a 12
meses, torna dificil o controle desta doenca. A utilizacdo de mudas sadias, a eliminagdo
imediata de plantas doentes e controle da populacdo de psilideos, consiste na base para o
manejo do HLB (BELASQUE JR. et al., 2009). Estas praticas, quando bem executadas,
ajudam a retardar o progresso da doenga dentro do pomar e entre pomares vizinhos. Para
maior eficiéncia deste manejo ¢ importante que estas medidas sejam tomadas em nivel
regional (BELASQUE JR et al., 2009).

A transmissdo da bactéria também pode ocorrer por enxertia de material
vegetal contaminado em plantas sadias, e a eficiéncia desse tipo de transmissdo varia com o
ramo fonte, a estacdo do ano e com o tamanho do material a ser enxertado (LOPES et al.,

2009b). Sendo assim, a utilizagdo de borbulheiras protegidas para produgdo de mudas ¢ de
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suma importancia para evitar a introdugdo do patdégeno em areas livre de HLB, bem como
para nao comprometer a vida util de um pomar recém formado.

Os mecanismos vistos anteriormente sdo considerados os principais meios
de disseminag¢do da bactéria do HLB, porém, algumas bactérias e outros patdgenos como
fungos e virus possuem a capacidade de infectar sementes e serem disseminados a longas
distancias por esse meio, podendo dessa forma, iniciar uma nova epidemia em locais
diferentes (WALCOTT; GITAITIS; CASTRO, 2003). Ainda, pouco se sabe sobre a
possibilidade de disseminacdo por sementes de ‘Candidatus Liberibacter spp.”. Entretanto,
existem alguns relatos na literatura sobre esta possibilidade que datam da década de 1980
(TIRTAWIDAJAIJA, 1981). Dados na literatura a respeito dessa transmissao da bactéria do
HLB ainda sdao controversos (BENYON, et al., 2009; GRAHAM, et al., 2008; HARTUNG,
HALBERT; SHATTERS, 2008).

O conhecimento sobre a transmissdo de ‘Candidatus Liberibacter spp.” por
sementes em citros € importante, principalmente em espécies citricas utilizadas como porta-
enxerto. As sementes sdo utilizadas na produ¢do de mudas citricas, e estas devem estar livres
de qualquer patdgeno, garantindo o sucesso do novo pomar. Deste modo, o objetivo deste
trabalho foi verificar a possibilidade de transmissdo da bactéria ‘Ca. Liberibacter spp.” por

sementes de citros oriundas de plantas com HLB.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DOS CITROS

O género Citrus pertence a familia Rutaceae, que retine mais dois géneros
com importancia econémica, Fortunella e Poncirus. Os citros sdo oriundos do sudeste do
continente asiatico, com ramos filogenéticos que se estendem do Centro da China ao Japao, e
do Leste da India 2 Nova Guiné, Australia e Africa Tropical (SWINGLE; REECE, 1967;
SCORA, 1975; SOOST; CAMERON, 1975).

Plantas citricas foram introduzidas no Brasil pelos portugueses durante a
colonizagao no século XVI, em meados do ano de 1530 (HASSE, 1987). Entretanto, foi na
década de 1980, com mais de 1 milhdo de hectares de plantas citricas, que o pais tornou-se o
maior produtor mundial de citros. Em 2009, a area colhida chegou a 833.667 mil hectares,
com uma producao em torno de 449,5 milhdes de caixas de 40,9 kg (IBGE, 2010). A maior
parte desta produgdo destina-se a industria de suco concentrado no Estado de Sao Paulo.

A citricultura se tornou um dos setores mais produtivos e com maior
potencial para crescimento dentro do agronegocio brasileiro. O Brasil detém 30% da produgao
mundial de laranja in natura e 59% do comércio de suco de laranja. O agronegocio citricola
movimenta nove bilhdes de reais por ano e gera mais de 400 mil empregos diretos e indiretos.
O pais exporta anualmente US$ 1,2 bilhoes de dolares em suco de laranja e participa com
cerca de 80% do mercado mundial. Além disso, o consumo de citros vem crescendo a taxas
entre 2% a 4% ao ano, sendo a Ultima estimativa no aumento de produ¢do de laranja no Brasil
de 3,9% ao ano (IBGE, 2010; NEVES; JANK, 2006).

Entre as principais barreiras que ameacam a citricultura, encontram-se
problemas causados por pragas e doengas, que causam prejuizos aos produtores quando
buscam a manuten¢ao de bons rendimentos, basicamente pelo elevado custo para o controle
fitossanitario (AMARO et al., 1997; AFONSO; SILVA, 1999; NEVES, 1999). Dragone et al.
(2001) relatam que somente os gastos fitossanitdrios no manejo da Clorose Variegada dos
Citros para a formagao de um pomar nos quatro primeiros anos, podem representar 44,9% do
investimento total.

O manejo do cancro citrico no estado de Sao Paulo ¢ baseado no programa

de erradicagdo de plantas contaminadas. H& mais de cinqiienta anos, desde a introdugdo do
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seu agente causal (Xanthomonas citri subsp. citri) no Brasil em 1957, a erradicagdo de plantas
doentes em Sao Paulo tem sido a pratica empregada, com eliminagdo de todas as plantas do
talhdo quando a incidéncia for maior do que 0,5%, eliminagdo da planta contaminada além de
todas as plantas num raio de 30 metros quando a incidéncia da doenga for menor do que 0,5%
(BELASQUE JR, et al., 2009). Seja pela erradicacdo ou pelo manejo integrado do cancro
citrico (LEITE JR; MOHAN, 1990), seu controle onera a produgdo de citricos em todas as
regides onde esta presente.

Apesar de ainda ndo existirem levantamentos oficiais dos custos para
manejo do HLB, Sobrinho (2008) argumenta que algumas propriedades realizam
pulverizagdes semanais para controle do psilidio, inseto vetor da bactéria, o que pode

representar 40% do custo total de produgao, apenas para conviver com a doenga.

2.2 HUANGLONGBING

O “Huanglongbing” (HLB) tem sua origem no sudeste asidtico, da mesma
forma que seu principal hospedeiro, os citros. Os primeiros relatos cientificos sobre o HLB
foram registrados em 1919, os quais descrevem na China a doenga do ramo amarelo “yellow
shoot™ dos citros (GOTTWALD et al., 2007). Desde entdo, esta doenga recebeu diferentes
denominag¢des em diferentes regidoes do mundo como Likubin (Taiwan), Leaf Mottling
(Filipinas), Citrus Vein-Phloem Degeneration (Indonésia) e Greening (Africa do Sul) (BOVE,
2006).

O HLB ¢ considerado uma das mais devastadoras doengas de citros de todo
o mundo. No Brasil, a doenca teve seu agente causal identificado primeiramente no Estado de
Sdo Paulo na regido de Araraquara em 2004 (COLETTA FILHO et al., 2004). Contudo em
2008, o HLB alcangou todas as regides citricolas do estado de Sao Paulo, com
aproximadamente 24% dos pomares com pelo menos uma planta afetada e incidéncia da
doenca em regides como Araraquara e Araras, que compreendem 39% das plantas do Estado
(BELASQUE JR et al., 2010).

No estado do Parand, a primeira constata¢do da doenca foi em 2006. Mesmo
tendo sido tomadas medidas de controle como o manejo da populacdo do psilideo ¢ a

eliminacdo imediata das plantas doentes, o progresso do HLB no Estado ndo foi contido e ja
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se encontra em mais de 60 municipios, sendo predominante na regido noroeste, onde se
concentra a maior regido citricola do Parana (NUNES et al., 2010).

O HLB se caracteriza por uma série de sintomas que podem ser confundidos
com problemas bidticos e abidticos. Plantas aparentemente sadias, podem apresentar sintomas
iniciais de HLB em ramos individualizados, destacando-se na copa verde folhas amareladas,
com mosqueados assimétricos (manchas irregulares verde claras ou amarelas), e clorose
internerval, que pode evoluir para sinais de deficiéncia de Zn, Ca, B ¢ Mn (BOVE, 2006).

Frutos de plantas com HLB apresentam tamanho reduzido e formato
assimétrico em relagdo ao eixo central, abortamento de sementes e coloragdao desuniforme. A
planta apresenta reducdo do numero de radicelas, queda acentuada de folhas e frutos e seca
dos ramos a partir da extremidade. Plantas infectadas com HLB tornam-se economicamente

inviaveis em curto espago de tempo chegando a morte em casos severos (BOVE, 2006).

2.3‘Candidatus Liberibacter spp.’

O agente causal do HLB, ‘Candidatus’ Liberibacter spp., ¢ uma bactéria
fastidiosa e limitada ao floema da planta hospedeira. Foi definida como uma bactéria gram-
negativa em 1984, por Garnier et al. (1984) e foi ainda caracterizado como um membro da
subdivisdo alfa de proteobactérias (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1994).

As espécies de ‘Candidatus Liberibacter’ da Asia e Africa sio amplamente
distribuidas (GARNIER et al., 1984; JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1994). O tamanho da
célula desta bactéria ¢ de aproximadamente 930 nm de comprimento por 410 nm de largura
com membrana e parede celular de formato irregular e com diferentes espessuras
(SHOKROLLAH et al., 2010).

Os dois agentes causais do HLB, ‘Ca. L. africanus’ e ‘Ca. L. asiaticus’,
podem ser distinguidos por sua sensibilidade a temperatura. Por ser considerada sensivel a
altas temperaturas, a espécie africana ocorre em regides mais frias. Em condigdes de
laboratério, os sintomas causados por ‘Ca. L. africanus’ sdo mais pronunciados sob
temperaturas em torno de 22-24°C, e podem desaparecer em 27-32°C. A Espécie asiatica nos
mesmos regimes de temperatura apresenta sintomas severos (BOVE et al., 1974), podendo

manter expressao de sintomas em temperaturas de até 35°C (LOPES et al., 2009).
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Em 2005, logo apods os primeiros relatos de ‘Ca. L. asiaticus’ no continente
americano, os resultados moleculares negativos em varias amostras com sintomas tipicos de
HLB, coletadas na regido de Araraquara, Sao Paulo, levou a suspeita da ocorréncia de uma
nova espécie da bactéria. Esta nova espécie foi denominada de ‘Ca. L. americanus’, e ¢
distinta das demais espécies por apresentar baixa similaridade genética (98.4% e 96.0%)
quando comparadas com as espécies ‘Ca. L. asiaticus’ e ‘Ca. L. africanus’, respectivamente
(TEIXEIRA et al., 2005).

Embora nas plantas citricas a presenga de ‘Candidatus Liberibacter spp.’
resulte em sintomas bastante evidentes, dados de literatura t€ém mostrado que esta bactéria
apresenta distribui¢do bastante irregular e pode estar presente em baixas concentragdes na
planta (HUNG et al., 1999). Além do mais, a expressdo dos sintomas da doenca ¢ lenta,
podendo variar de 6 a 12 meses (HUNG et al., 2000).

As trés espécies de ‘Ca. Liberibacter’ tem os citros como principal
hospedeiro, € com ocorréncia geografica definida: ‘Ca. L. asiaticus’ ocorre em paises
asiaticos, como China, Japao, [ndia, Filipinas e Vietna, entre outros, € em paises americanos,
como Brasil, México, Cuba, Estados Unidos da America e diversos outros paises da América
Central e Caribe (COLETTA-FILHO et al., 2004; HALBERT, 2005; MARTINEZ et al.,
2009). O ‘Ca. L. africanus’ é encontrado em paises africanos, como a Africa do Sul e o
Zimbabwe (BOVE, 2006). Por tltimo, ‘Ca. L. americanus’ foi detectada até hoje somente no
Brasil (TEIXEIRA et al., 2005a).

Além de algumas plantas da famila Rutacea e géneros afins dos citros, ‘Ca.
Liberibacter spp.” pode infectar e causar sintomas em outras espécies como Microcitrus
australasica, Swinglea glutinosa, Missionis atalantia, Clausena indica, Limonia acidisimma,
Balsamocitrus dawei, Aeglopsis chevalieria, Severinia buxifolia, Murraya paniculata,
Catharanthus roseus (vinca) e Nicotiana xanthii (tabaco), sendo as duas ultimas constatadas
apenas em condic¢des de laboratério (ABDULLAH et al., 2009).

Recentemente, as trés espécies de ‘Candidatus Liberibacter’ foram
cultivadas utilizando o meio de cultura denominado Liber A (SECHLER et al., 2009). Esse
cultivo foi confirmado por PCR em tempo real e seqiienciamento do DNA gendmico. Esse foi
o primeiro relato de cultivo in vitro das espécies ‘Ca. L. asiaticus’, ‘Ca. L. africanus’ ¢ ‘Ca.
L. americanus’ (SECHLER et al., 2009).

A primeira técnica de identificacdo e confirmagdo do agente causal do HLB
foi a microscopia eletronica. Esta se baseou em duas caracteristicas da bactéria, localizagao

exclusiva nos vasos do floema e presenca de parede celular (BOVE, 2006).
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Ao longo dos anos, muitos estudos foram desenvolvidos para a detecgdo e
identificacao dessas bactérias. Hocquellet et al. (1997) desenvolveram sondas ndo radioativas
para esse fim. As espécies da Asia e Africa podem ser diferenciadas pela sensibilidade a
temperatura, hibridizagdo de DNA, propriedades gendmicas e sorologicas (BOVE, 2006).

Algumas regides do genoma bacteriano tém sido utilizadas para estudar as
diferentes espécies da bactéria do HLB, como a regido intergénica 16S/23S, a qual apresentou
79,46% de homologia entre ‘Ca. L. asiaticus’ e ‘Ca. L. africanus’. A partir destas regides
foram obtidos os primers Oil 5° GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA 3’ para espécie
asiatica, OA1 5° GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA 3’ para espécie africana e Oi2¢ 5’
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT 3’ para ambas as espécies, utilizados para deteccao das
duas espécies (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1997). Para a espécie ‘Ca. L. americanus’ foi
obtida uma seqiiéncia a partir da regido 16S rDNA intermedidria a aquela obtida para
deteccdo das espécies asiatica e africana, que originou o par de primers GB1 5’
AAGTCGAGCGAGTACGCAAGTACT 3’°, e GB3 S>TATATTTGCCATCATTAAGTTGG
3’ , especifico para a espécie americana (TEIXEIRA et al., 2005).

Para a detec¢do das espécies ‘Ca. L. asiaticus’ e ‘Ca. L. africanus’,
Hocquellet et al.  (1999) desenharam os primers denominados A2 5’
TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT3’ e J5 ‘ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA’,
a partir das rplA e rplJ (B operon) de genes que codificam para proteinas ribossomais e
amplificam 669 pb na espécie de ‘Ca. L. africanus’ e 703 bp na ‘Ca. L. asiaticus’, tornando
possivel a distingdo entre essas espécies simultaneamente em apenas uma reagao utilizando o

mesmo par de primers.

2.4 TRANSMISSAO

A transmissdo de ‘Ca. L. asiaticus’ ocorre naturalmente nos pomares por
meio de insetos vetores, mas pode também ser transmitida por enxertia de material vegetal
contaminado (BOVE, 2006), ¢ contaminagio por parasitismo vegetal de Cuscuta sp.
(BENYON, et al., 2008).

A transmissdo em condigdes naturais das espécies asiatica e americana, no
Brasil, tem sido feita pelo inseto Diaphorina citri Kuwayama. Antes da introdugdo da bactéria

do HLB no Brasil, este inseto, endémico em todas as regides citricolas do pais, ndo
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representava problemas para a citricultura, devido aos baixos danos causados por sua
alimentacdo feita nas brota¢des novas (SILVA et al., 1968).

A identificagdo do psilideo africano Trioza erytreae Del Guercio e o
psilideo asiatico D. citri Kuwayama como vetor do ‘Candidatus Liberibacter spp.’, ocorreu
nas Filipinas por Salibe e Cortez (1966), sendo este conhecido como meio primario de
disseminagdo da doenca no campo (OBERHOLZER; HOFMEYR, 1971). Sendo o primeiro
vetor natural de ‘Ca. L. africanus’ na Africa, ¢ o segundo vetor de ‘Ca. L. asiaticus’ sob
condi¢des naturais na Asia e Américas (BOVE, 2006). Ambas as espécies transmitem os dois
patogenos (LALLEMAND; FOS; BOVE, 1970). No entanto, ainda nao se tem conhecimento
se esta infec¢do pode ser simultanea (GARNIER et al., 2000).

A D. citri ¢ um pequeno inseto medindo, quando adulto, cerca de 2 mm de
comprimento, com coloracdo marrom-claro na fase jovem e manchado de escuro quando
adulto, suas asas sdo transparentes com manchas pretas. As formas jovens sdo achatadas,
pouco convexas € apresentam pernas curtas. As ninfas mais evoluidas possuem tecas alares
geralmente largas, do lado do térax, aumentando a largura do corpo (GALLO et al., 1988).

As informagdes sobre interagdes patogeno-vetor e caracteristicas da
transmissdo encontradas na literatura em alguns casos sdo conflitantes. Provavelmente, estes
conflitos se devem as diferencas entre as espécies e bidtipos de vetores e também espécies da
bactéria. Entretanto, na maioria dos casos, as informacdes indicam que este patdgeno tem uma
relagdo circulativa propagativa no inseto vetor (CAPOOR; RAO; VISWANATH, 1974).

Adultos de D. citri sdo capazes de adquirir o patogeno de plantas infectada
(CAPOOR; RAO; VISWANATH, 1974; ZHAO, 1981; XU, et al., 1987), no entanto o tempo
de aquisi¢do pode variar de 15 a 30 minutos (OBERHOLZER; HOFMEYR, 1955; CAPOOR;
RAO; VISWANATH, 1974) ou de 5 a 7 horas (XU et al., 1987). Longos periodos de
alimentag@o conferem ao inseto, alta infectividade (GRACA, 1991). Ninfas de D. citri a partir
do quarto instar sdo capazes de adquirir e reter o patogeno até adultos, fase na qual sdo
capazes de transmitir a bactéria imediatamente ap6s a emergéncia (CAPOOR; VISWANATH,
1974; ZHAO, 1981), e por um periodo de 1 a 25 dias (XU et al. 1987).

O periodo de laténcia do patdogeno no inseto pode variar de 24 horas (XU et
al., 1987) até 21 dias (CAPPOR; RAO; VISWANATH, 1974). Hung et al. (2004) observaram
um longo periodo de retengdo da espécie asiatica em adultos de D. citri apos aquisi¢do em
plantas infectadas.

A taxa de transmissdo por D. citri pode variar de 1 a 100% (XU et al.,

1988), sendo que alguns trabalhos indicam que mesmo periodos curtos de alimentacao sao
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suficientes para que ocorra a transmissao (RAYCHAUDHURI et al., 1972). Entretanto,
outros autores indicam a necessidade de periodo minimo de 5 horas de alimentagdo para a
transmissdo da bactéria (XU et al., 1987). A ocorréncia de transmissdo transovariana ainda nao
foi bem determinada. Existem relatos conflitantes na literatura (HALBERT; MANJUNATH,
2004)

Apesar da transmissao por inseto ser a mais proxima da realidade de campo,
varios estudos, como reacdo do hospedeiro ao patdogeno, gama de hospedeiros e agressividade
do patogeno, métodos artificiais de inoculacdo tem sido utilizados devido a facilidade
operacional e também a maior eficiéncia na transmissdo. Lopes e Frare (2008) alcancaram
eficiéncia de transmissdo para ‘Ca. L. americanus’ em torno de 25 a 65,2% quando utilizaram
como fonte de inoculo, borbulhas de 4 cm de comprimento removidas de ramos sintomaticos
no inverno e verao, respectivamente. Em contraste, a eficiéncia de transmissao de ‘Ca. L.
asiaticus’ por borbulhas ¢ maior, e pode chegar a 88% (LOPES et al., 2009).

A transmissao da bactéria do HLB por inseto dificulta o controle da doenca.
A eliminacdo das plantas doentes e o manejo da populacdo do inseto, nos pomares, consistem

na base para o manejo desta doenga.

2.5 TRANSMISSAO POR SEMENTE

Hé pouca informagdo na literatura sobre a transmissao de ‘Ca. Liberibacter
spp.” pela semente. Tirtawidjaja (1981) relatou a ocorréncia de mudas clordticas e com
mosqueado nas folhas provenientes de sementes obtidas de frutos afetados pela ‘Citrus Vein-
Phloem Degeneration’, considerada como sinénimo de HLLB. O autor sugere a possibilidade
de transmissao do patdgeno pelas sementes.

Graham et al. (2008) observaram uma pequena porcentagem de mudas com
resultado positivo para o ‘Ca. L. asiaticus’, obtidas a partir de sementes de plantas com HLB.
Foi utilizada a técnica molecular quantitativa de reacao de polimerase em cadeia (QPCR) para
deteccdo da bactéria. O patogeno também foi detectado em mudas citricas formadas a partir
de sementes de frutos sintomaticos de diferentes cultivares, embora a detec¢do da bactéria por
PCR nao tenha sido correlacionado com a manifestagdo dos sintomas da doengca (HARTUNG

et al., 2008).
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Variagdes na taxa de transmissao da bactéria do HLB, na ordem de 2% até
41,7%, foram relatadas para mudas de diferentes espécies citricas e afins como laranja doce
(C. sinensis), pomelo (C. maxima) e trifoliata (Poncirus trifoliata) (BENYON et al., 2009).
Estas variagdes se devem a técnica utilizada para deteccdo da bactéria, sendo ela PCR
convencional, nested PCR ou PCR quantitativo (BENYON et al., 2009). Plantas de vinca
(Catharanthus roseus) inoculadas experimentalmente com ‘Ca. L. asiaticus’, utilizando
Cuscuta pentagona, apresentaram mais de 53% de suas sementes amostradas com a presenga
da bactéria. Além disso, 80% das plantas obtidas a partir dessas sementes contaminadas
apresentaram sintomas iniciais de HLB quando submetidas ao estresse nutricional (ZHOU,
2008).

Transmissdo através de sementes tem sido demonstrada para varios tipos de
bactérias fitopatogénicas, como por exemplo, Xanthomonas fuscans subsp. fuscans em feijao
(DARRASSE et al., 2007) e Acidovorax avenae subsp. citrulli em melancia (WALCOTT et
al., 2003). As sementes podem ser contaminadas externamente, como resultado de contato
com bactérias presentes em tecidos sintomaticos (KAUFMAN; LEBEN, 1974), ou através de
infec¢c@o dos tecidos internos (WALCOTT et al., 2003). Além disso, contaminagdes internas
das sementes podem ocorrer por circulagdo sistémica do patdogeno pelo sistema vascular
(AGARWAL; SINCLAIR, 1987; AGGOUR et al., 1989). Estudos sobre a distribui¢do de
‘Ca. L. asiaticus’ em diferentes tecidos de citros demonstraram a presenca do patégeno em
casca de sementes e em outras partes de frutos das plantas infectadas, bem como em
diferentes partes das flores (TATINENI et al., 2008). No entanto, a transmissao sistémica de
‘Ca. L. asiaticus’ de frutos, para sementes, ¢ o conseqiiente desenvolvimento de mudas

citricas contaminadas continua a ser um aspecto ainda nao esclarecido.
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Resumo

Huanglongbing (HLB) ¢ considerada a mais destrutiva doenca da citricultura, e estd
disseminada nos principais paises produtores de citros. O HLB estd associado a bactérias
limitadas ao floema, compreedendo ‘Candidatus Liberibacter spp.”. A disseminacdo desta
bactéria ocorre naturalmente por meio de inseto vetor, no entanto uma planta sadia pode
também se contaminada pela utilizacdo de material propagativo infectado. A disseminagdo da
bactéria ¢ um ponto chave para o manejo do HLB. Entretanto, poucos estudos foram
realizados para determinar a possibilidade de transmissdo da bactéria por sementes, sendo este
aspecto de grande importancia para a produg¢do de mudas citricas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi investigar a transmissdo da bactéria ‘Ca. Liberibacter spp.’ por sementes citricas.
Sementes de frutos coletados de plantas com HLB de laranja doce (Citrus sinensis Osbeck)
dos cultivares Péra Rio, Folha Murcha, IPR-73 ¢ Shamouti, de tangerina (Citrus reticulata
Blanco) do cultivar Ponkan e de porta-enxertos limdo Cravo (Citrus limonia Osbeck) e
citrumelo Swingle (Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) foram testadas para
presenga de ‘Ca. L. asiaticus’. Plantas produzidas a partir dessas sementes também foram
examinadas para presenca da bactéria do HLB, exceto para as espécies de porta-enxerto.
Foram obtidas um total de 920 plantas que foram mantidas sob condi¢des controladas. Apos
5, 18 e 25 meses da semadura, foram realizados testes moleculares para detec¢do da bactéria.
Utilizando os primers A2/J5, a presenga de ‘Ca. L. asiaticus’ foi detectada em diferentes
partes das sementes de todas as espécies testadas. Entretanto, esses resultados ndo foram
confirmados quando utilizado os primers Oil/Oi2c na PCR. Duas plantas de laranja doce
Folha Murcha foram diagnosticadas positivas para ‘Ca. L. asiaticus’, aos 18 meses utilizando
os primers A2/J5. Entretanto, as plantas ndo apresentaram sintomas de HLB. Testes
posteriores nessas plantas e nas demais ndo apresentaram a presenca da bactéria. Estes
resultados indicaram a falta de evidéncias de transmissdo por sementes de ‘Ca. L. asiaticus’.

Palavra chave: Huanglongbing. Transmissao vertical. Endofiticos. HLB. Citrus spp.
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Abstract

HLB (HLB) is considered the most destructive disease of citrus, and is widespread in the
major producing areas around the world. HLB is associated with the phloem limited bacteria,
named ‘Candidatus Liberibacter spp.’. The spread of the bacteria occur naturally through
insect vector, but a healthy plant can also be contaminated through infected propagative
material. The spread of the bacteria is a key point for the management of HLB. However,
limited studies have been conducted to determine the possibility of transmission of the
bacteria through seeds. This aspect is of major importance for the production of citrus nursery
trees. Thus, the objective of this study was to investigate the spread of the bacteria ‘Ca.
Liberibacter spp.’ through seeds of different citrus species Seeds obtained from fruits
collected from HLB infected plants of sweet oranges (Citrus sinensis Osbeck) Péra Rio, Folha
Murcha, IPR-73 and Shamouti, tangerine (Citrus reticulata Blanco) Ponkan, of the rootstocks
Rangpur lime (Citrus limonia Osbeck) and Swingle citrumelo (Citrus paradisi Macf. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) were tested for presence of ‘Ca. L. asiaticus’. Nursery trees
obtained from these seeds were also examined for the presence of the HLB bacterium. A total
of 920 plants were obtained from different species and cultivars of citrus and they were kept
under controlled conditions The plants were tested 5, 18 and 25 months after sowing to detect
the presence of the bacteria. By using the set of primers A2/J5, the presence of ‘Ca. L.
asiaticus’ was detected in the different parts of the seeds of the tested citrus cultivars.
However, these results were not confirmed when the set of primers 0il/Oi2¢ were used to
detect the HLB bacterium Two sweet orange plants of the cultivar Folha Murcha were
diagnosed positive for ‘Ca L. asiaticus’ at 18 months after sowing However, the plants
showed no symptoms of HLB Further tests of the plants did now show the presence of
bacterium. These results indicate the lack of evidence for seed transmission of ‘Ca L.
asiaticus’.

Keywords: HuangLongbing. Vertical transmission. Endophytes. HLB. Citrus spp.

INTRODUCAO

O Huanglongbing (HLB) ¢ a mais destrutiva doenga para a citricultura, e
esta presente nos principais paises produtores de citros ao redor do mundo (BOVE, 2006).
Esta doenca estd associada a trés espécies de bactérias restritas ao floema, denominadas
‘Candidatus Liberibacter asiaticus’, ‘Candidatus Liberibacter africanus’ e ‘Candidatus
Liberibacter americanus’.

Somente as espécies ‘Ca. L. asiaticus’ e ‘Ca. L. americanus’ estao
disseminadas no Brasil, e foram identificadas pela primeira vez no Estado de Sao Paulo em
2004 (COLETTA-FILHO et al.,, 2004; TEIXEIRA, et al., 2005). Devido a sua rapida
disseminagdo, atualmente, a doenga encontra-se também presente nos estados de Minas
Gerais ¢ Parana (BELASQUE JR et al., 2009). Os sintomas de HLB em laranja doce (Citrus

sinensis L. Osb.) ja sdo conhecidos, mas podem ser confundidos com outros de origem bidtica
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e abiotica, como por exemplo, deficiéncias nutricionais e outras doengas dos citros (BOVE,
2006). Os frutos sintomaticos sdo imprestaveis para a industria de suco e para o comércio in
natura (DAGULO et al., 2010).

A transmissdo por insetos vetores ¢ a forma principal de dissemina¢do da
bactéria do HLB nos pomares. Duas espécies de psilideos sdo conhecidas como transmissores
naturais de ‘Ca. Liberibacter spp.” Trioza erytreae Del Guercio ¢ responsavel pela
transmissdo da espécie africana (‘Ca. Liberibacter africanus’), e Diaphorina citri Kuwayama
¢ transmissora das espécies asidtica (‘Ca. Liberibacter asiaticus’) e americana (‘Ca.
Liberibacter americanus’) da bactéria (BOVE, 2006).

A existéncia de um inseto vetor aliado a um periodo latente em torno de 6 a
12 meses, torna dificil o controle desta doenca. A eliminacdo imediata de plantas doentes, que
sdo fontes de contaminagdo para o inseto, ¢ o controle da populacdo de psilideos em niveis
baixos consiste na base para o manejo do HLB (BELASQUE JR et al., 2009). Estas praticas,
quando bem executadas, ajudam a retardar o progresso da doenca dentro do pomar e entre
pomares vizinhos. Para maior eficiéncia deste manejo ¢ importante que estas medidas sejam
tomadas em nivel regional (BELASQUE JR et al., 2009).

A transmissdo da bactéria também pode ocorre por enxertia de material
vegetal contaminado e a eficiéncia desse tipo de transmissdo varia com o ramo fonte, a
estagdo do ano e com o tamanho da borbulha a ser enxertada (LOPES; FRARE, 2008). Sendo
assim, a utiliza¢do de borbulheiras protegidas e a propria producdo das mudas em ambiente
protegido sdo de suma importancia para evitar a introdu¢do do patdogeno em areas livre de
HLB, bem como, ndo comprometer a vida util de um pomar recém formado.

Os mecanismos vistos anteriormente sdo considerados os principais meios
de disseminag¢do da bactéria do HLB, porém, algumas bactérias e outros patdgenos como
fungos e virus possuem a capacidade de infectar sementes e serem disseminados a longas
distancias. Dessa forma, a transmissdao do patdgeno por sementes pode iniciar uma nova
epidemia em locais diferentes. Ainda, pouco se sabe sobre a capacidade de disseminagdo por
sementes para ‘Candidatus Liberibacter spp.’. Entretanto, existem relatos na literatura sobre
esta possibilidade que datam da década de 80 (TIRTAWIDJAJA et al., 1981). Informagdes na
literatura a respeito da possivel transmissao da bactéria do HLB por sementes ainda sdo
controversos (BENYON et al.,, 2009; GRAHAM et al.,, 2008; HARTUNG; HALBERT;
SHATTERS, 2008).

O conhecimento sobre a transmissdo de ‘Candidatus Liberibacter spp.” por

sementes em citros € importante, principalmente em espécies citricas utilizadas como porta-
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enxertos. As sementes sao utilizadas na producdo de porta-enxertos para mudas citricas, e
estas devem estar livres de qualquer patogeno, garantindo o sucesso do novo pomar. Deste
modo, o objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade de transmissdo da bactéria ‘Ca.

Liberibacter spp.’ por sementes de frutos citricos oriundos de plantas com HLB.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de Sementes de Diferentes Cultivares Citricas

Plantas com teste de PCR positivo para presenca de ‘Ca. L. asiaticus’ dos
cultivares de tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco), e das laranjas doces (Citrus
sinensis L. Osbeck) dos cultivares Shamouti, Pera Rio, IPR-73 ¢ Folha Murcha, e dos porta-
enxertos limdo Cravo (Citrus limonia Osback) e Citrumelo Swingle (Citrus paradisi Macf. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) foram selecionadas e seus frutos foram coletados para extra¢ao
das sementes. Para confirmacdo da presenga da bactéria nas plantas fontes foram utilizados os
primers A2/J5 especificos para as espécies ‘Ca. L. asiaticus’ e ‘Ca. L. africanus’,
(HOCQUELLET et al., 1999) e GB1/GB3 especificos para ‘Ca. L. americanus’ (TEIXEIRA
et al., 2005). Essas plantas foram selecionadas em diferentes pomares comerciais das regidoes
Norte e Noroeste do Parana. Os frutos de tangerina Ponkan foram coletados separadamente,
de ramos que apresentavam folhas com sintomas caracteristicos da doenca, sendo, os frutos
sintomaticos ou nao, ¢ também de frutos de ramos aparentemente sadios de plantas doentes.
Para as demais cultivares de laranja, todos os frutos da planta foram coletados sem distin¢ao
da sanidade do ramo. A extracdo das sementes dos frutos foi realizada manualmente.
Posteriormente, as sementes foram secas a sombra, tratadas com fungicida (carbendazim +
tiram na dose equivalente a 45+105 g i.a., respectivamente, por 100 kg de sementes) e

armazenadas em camara fria (5°C).

Semeadura e Obtencao de Plantulas Citricas

As sementes foram semeadas em bandejas plasticas perfuradas medindo 20

cm de largura 40 cm de comprimento e 10 cm de profundidade, contendo areia autoclavada.

Apos 35 dias, as plantulas obtidas foram transplantadas para vasos de plastico de 4 litros
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contendo substrato Plantmax® e adubados com 8 g de Osmocote® (20-08-04). As plantas
foram mantidas em casa-de-vegetacdo semi-climatizada, com temperatura média em torno de
24°C, com regas diarias. Para o manejo de pragas, foram realizadas aplicagdes quinzenais de
inseticidas e acaricidas apropriados em sistema de rodizio para evitar resisténcia. Armadilhas
do tipo adesiva, de cor amarela, com 450 cm” de superficie adesiva, foram penduradas a
aproximadamente 1,5 m acima das plantas, com distribui¢do por toda a casa-de-vegetacao. Os
insetos capturados foram identificados visando adotar medidas para seu controle. Os produtos
inseticidas utilizados foram abamectina (concentragdo de 180 g/l) na dosagem de 20 ml p.c.
para 100 I de agua; dimetoato (concentragdo de 500 g/l) na dosagem de 150 ml p.c. para 100 I
de agua; espirodiclofeno (concentragdo de 240 g/l) na dosagem de 20 ml p.c. para 100 1 de
agua. e bifentrina (concentragdo de 100 g/1) na dosagem de 20 ml p.c. para 1001 de 4gua.

As plantas foram mantidas nessas condi¢des até o momento de retirada de

amostras para extragdo de DNA.

Detecgao de ‘Candidatus Liberibacter sp.” em Sementes

A detecgdo de ‘Ca. L. asiaticus’ em sementes foi realizada para as diferentes
espécies citricas, como laranjas doce (Citrus sinensis L. Osbeck) dos cultivares Valéncia, Pera
Rio, Folha Murcha, Shamouti ¢ IPR-73, tangerina (Citrus reticulata Blanco) Ponkan,
citrumelo Swingle (Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) ¢ limdo Cravo (Citrus
limonia Osbeck).

As sementes foram separadas em testa, tégma e endosperma junto com
embrido (figura 1), e examinadas pelo teste de PCR para presenca de ‘Ca. L. asiaticus’.

Cada espécie foi separada em lotes, e duas amostras de cada lote foram
amostradas para estudo da presenga de ‘Ca. L. asiaticus’ pelo teste de PCR. Cada amostra foi
constituida por cinco sementes. As amostras também foram subdivididas quanto a sanidade
do ramo, sendo divididas em frutos coletados de ramos sintomaticos para HLB (RS), frutos
coletados de ramos assintomaticos para HLB (RAs) e frutos coletados de toda a planta com

HLB (Pt), totalizando 90 amostras (tabela 1).



28

Tabela 1 — Sementes de diferentes espécies e cultivares citricas e suas partes utilizadas para
deteccao de ‘Ca. L. asiaticus’

Parte da Semente

Endosperma +  Total de
Embrido Amostras

Pt* RS Ras Pt RS Ras Pt RS Ras

Espécie e Cultivar Testa Tégma

kk

Laranja Valéncia 2 2 2 2 2 2 2 2 2 18
Laranja Folha Murcha 2 S - 2 - - 2 - - 6
Laranja Pera Rio 2 2 2 2 2 2 2 2 2 18
Laranja Shamouti 2 - - 2 - - 2 - - 6
Laranja [PR-73 - 2 2 - 2 2 - 2 2 12
Tangerina Ponkan 2 2 2 2 2 2 2 2 2 18
Citrumelo Swingle 2 - - 2 - - 2 - - 6
Limao Cravo 2 - - 2 - - 2 - - 6

Total de amostras 14 8 8 14 8 8 14 8 8 90

*Pt: Sementes obtidas de toda planta; RS: Sementes obtidas de ramos sintomaticos para HLB;
Ras: Sementes obtidas de ramos assintomaticos para HLB; **Numero de amostras
examinadas; *** Amostras ndo avaliadas.

Figura 1 — Amostra de partes de sementes citricas utilizadas no estudo. A: testa; B:
endosperma mais embrido; C: tégma.

O DNA foi extraido utilizando o procedimento descrito por Ausubel et al.
(1992) com pequenas modificacdes. Cada amostra foi cortada em pequenos pedacos, colocada
em 40 ml de tampao fosfato salino e agitada a 130 rpm a 28°C durante 24 horas. Em seguida,
os tubos foram centrifugados a 5000 rpm durante 10 minutos. O sedimento foi ressuspendido
em 2 ml de agua Milli-Q autoclavada. A partir deste, 1 ml foi transferido para novos tubos de
ultra-centrifuga de 1,5 ml e submetidos a centrifugacdo a 14.000 rpm durante 2 minutos. O
sedimento foi ressuspendido em 567 pl de tampao de lise TE (10mM Tris HCI, pH8 e ImM
EDTA, pH 8). Em seguida foi adicionado 30 pl de SDS 10% e 3 pl de proteinase K (20
mg/ml) e incubado a 37°C durante 1 hora. Apds incubag¢do, foi adicionado 100 pl de 5 M
NaCl e 80 pl de 10% CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamdnio) em 0,7 M NaCl e incubado a

65°C por 10 min. Posteriormente, foi adicionado 780 pl de Cloroformio/alcool-isoamilico
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(24:1), homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, 600 ul
do sobrenadante foi misturado a igual volume de fenol/cloroféormio/alcool-isoamilico
(25:24:1) e centrifugado a 14000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para
novos tubos e adicionado 0,6 volumes de isopropanol gelado e mantido por lhora a -20°C. O
pellet formado foi lavado em etanol 70%, ressuspendido em 100 pL de TE (10 mM Tris HCI,
pH 8 e 1 mM EDTA, pH 8) e armazenado a -20°C para posterior utilizagao.

Deteccdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em Plantas Citricas

Apo6s o transplante das plantulas, foram realizadas coletas de amostras de
tecidos apds 5, 18 e 25 meses para extragdo de DNA, que foi utilizado em teste de PCR para
detecgdo da presenca da bactéria ‘Ca. Liberibacter asiaticus’. Primeiramente, foram coletadas
amostras compostas por cinco plantas, sendo retirada uma folha madura ou uma sec¢do de
aproximadamente 1 cm? de casca do caule principal por planta. Posteriormente, se necessario,
as plantas da amostra composta foram novamente examinadas de forma individual, contendo
apenas uma planta por amostra.

A extracdo de DNA foi feita segundo o procedimento descrito por Murray e
Thompson (1980). Peciolos e nervura central de folhas maduras ou casca do tronco principal
de plantas (500 mg) foram macerados em almofariz contendo tampao de extragdo CTAB mais
0,2% de B-mercaptoetanol. O conteudo macerado foi transferido para tubos de 2 mL de
capacidade e mantidos em banho-maria por 30 minutos a 65°C. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 10000 rpm durante 5 minutos. Aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram
transferidas para novos tubos e adicionado cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). O conteudo
foi homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. Da fase aquosa, 0,9 mL foi
recuperado em um novo tubo onde foi adicionado 0,6 volumes de isopropanol gelado e
mantido a -20°C durante 30 minutos. Posteriormente, os tubos foram novamente
centrifugados a 14.000 rpm durante 20 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet formado
foi duplamente lavado com 1 mL de etanol 70% e ressuspendido em 100 pL de dgua milli-Q

para o armazenamento em freezer a -20°C e posterior utilizacao.
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Reacgdo de Polimerase em Cadeia Para Detecgdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’

O DNA obtido de sementes e plantas foi utilizado para a detec¢do de ‘Ca. L.
asiaticus’ empregando a técnica convencional de Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR),
sendo esta qualitativa de alta precisdo e sensibilidade.

Para a reagdo de PCR e detecgdo da bactéria em plantas foi utilizado um par
de primers (A2/J5) especificos para ‘Ca. Liberibacter asiaticus’ e ‘Ca. Liberibacter africanus’
(HOCQUELLET et al., 1999), sendo as duas espécies distinguidas pelo tamanho do
fragmento de DNA amplificado. Para a primeira espécie ¢ amplificado um fragmento de 703
pb, e para a segunda um fragmento de 669 pb (HOCQUELLET et al., 1999). Para reacao de
PCR e detecgdo da bactéria em sementes foi utilizado o par de primers A2/J5, e um novo PCR
foi feito para confirmar os resultados utilizando o par de primers Oil/Oi2¢ (JAGOUEIX;
BOVE; GARNIER, 1994).

As amostras foram submetidas a duas amplificagdes de 35 ciclos de 92°C
por 20 segundos para desnaturagdo, 62°C por 20 segundos para anelamento e 72°C por 45
segundos para extensdo dos fragmentos de DNA. Posteriormente, o produto da reagdo foi
aplicado em gel de agarose a 1% corado com 7 pL de brometo de etidio (10 mg/ml) para 100
mL de gel, para separagao e visualizagao em luz ultra-violeta e fotodocumentagao em sistema

de captura de imagens L-PIX HE, Loccus Biotecnologia®.

RESULTADOS

Detec¢do em Sementes

Para deteccao de ‘Ca. L. asiaticus’ em sementes, foram realizadas 90
reagoes de PCR, compreendendo amostras de diferentes espécies citricas, como laranjas doce
dos cultivares Valéncia, Folha Murcha, Pera Rio, IPR-73 e Shamouti, tangerina Ponkan, e
porta-enxertos limdo Cravo e citrumelo Swingle. As sementes foram extraidas de frutos
coletados de ramos sintomaticos, assintomaticos ¢ de ramos aleatorio, em relacdo ao HLB.
Quando utilizado o par de primers A2/J5, foi detectado a presenga da bactéria em pelo menos
uma de duas amostras nos diferentes tecidos da semente (testa, tégma e endosperma) para
cada cultivar de laranja doce, tangerina, limdo Cravo e citrumelo Swingle (Figura 2). Porém,

quando os testes foram repetidos utilizando-se o par de primers Oil/Oi2¢ (JAGOUEIX;
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BOVE; GARNIER, 1994), os resultados foram todos negativos para presenca de ‘Ca. L.

asiaticus’ (Figura 3).

RS Ras Pt
C T E C T E C T E
M 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 CP
—
=
703 pb—= w=- . Geb b - v - ke kel

Figura2 — Deteccdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em diferentes partes das
sementes de laranja doce cultivar Valéncia com os primers A2/J5. Linha M:
marcador 1 kp plus; linhas 1 e 2 amostras de testa (C); linhas 3 e 4 amostras de
tegma (T); linhas 5 ¢ 6 amostras de endosperma mais embrido(E); linha CP
controle positivo para ‘Ca. L. asiaticus’; RS: coleta dos frutos em ramos
sintomaticos; Ras: coleta dos frutos em ramos assintomaticos ¢ Pt: coleta dos
frutos aleatoriamente em uma planta sintomatica.

Figura3— Detecgdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em diferentes partes das
sementes de laranja doce cultivar Valéncia com os primers Oil/Oi2c. Linha M:
marcador 1 kp plus; linhas 1 e 2 amostras de testa (C); linhas 3 e 4 amostras de
tegma (T); linhas 5 e 6 amostras de endosperma mais embrido(E); linha CP
controle positivo para ‘Ca. L. asiaticus’; RS: coleta dos frutos em ramos
sintomaticos; Ras: coleta dos frutos em ramos assintomaticos e Pt: coleta dos
frutos aleatoriamente em uma planta sintomatica.

Detec¢ao em Plantas

Para a deteccdo de ‘Ca. L. asiaticus’ em plantas, foram testadas um total de
184 amostras compostas de cinco plantas, totalizando 920 plantas, compreendo diferentes

espécies e cultivares de citros. Foram realizadas mais de 560 reacdes de PCR.
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Plantas do cultivar de laranja doce Folha Murcha foram analisadas 18 meses
ap6s o transplantio. Dentre as 48 amostras compostas, compreendendo 240 plantas apenas
uma amostra apresentou resultado positivo (Figura 4). As cinco plantas desta amostra foram
examinadas individualmente e destas apenas duas plantas foram confirmadas por PCR como
positivas para presenga da bactéria (Figura 5). Entretanto, analises posteriores, aos 25 meses

ap6s semeadura, ndo confirmaram os resultados obtidos anteriormente (Figura 6).
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Figura4 -  Detecgdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantulas de laranja do
cultivar Folha Murcha aos 18 meses apés transplantio. Gel de agarose do
produto da amplificagcdo da PCR usando os primers A2/J5. Linha M: marcador
molecular 1 kb plus; linhas 1 a 16 amostras compostas; linha 16 controle
positivo da reacdo para ‘Ca. L. asiaticus’.
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Figura 5 — Detecgdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantulas de laranja do
cultivar Folha Murcha aos 18 meses apo6s transplantio. Gel de agarose do produto
da amplificacdo da PCR usando os primers A2/J5. Linha M: marcador molecular
1 kb plus; linhas 1 a 5 amostras simples correspondentes da amostra composta B1;
linhas 6 a 10 amostras simples correspondentes da amostra composta B18; linhas
11 a 15 amostras simples correspondentes a amostra composta B20; linha 16
controle negativo da extracdo de DNA; Linha 17 controle negativo da reacao;
Linha 18 controle positivo para ‘Ca. L. asiaticus’;
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Figura6 -  Detecgdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantulas de laranja do

cultivar Folha Murcha aos 25 meses apos o transplantio. Gel de agarose do
produto da amplificacdo da PCR usando os primers A2/J5. Linha M: marcador
molecular 1 kb plus; linhas 1 a 5 amostras simples correspondentes da amostra
composta B1; linhas 6 a 10 amostras simples correspondentes da amostra
composta B18; linhas 11 a 15 amostras simples correspondentes a amostra
composta B20; linha 16 controle negativo da extragdo de DNA; Linha 17
controle negativo da reacdo; Linha 18 controle positivo para ‘Ca. L. asiaticus’;

Para as demais espécies citricas, laranjas doce dos cultivares Pera Rio, IPR-
73 e Shamouti, as analises de PCR foram feitas cinco meses ap0s o transplantio, com um total
de 162 amostras compreendendo 810 plantas. Nenhuma amostra apresentou resultado positivo
para presenca de ‘Ca. L. asiaticus’ (Figura 7). Além disso, nenhuma planta apresentou
sintomas tipicos de HLB, nem mesmo as plantas de laranja doce Folha Murcha aos 18 meses

ap6s semeadura.
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 15 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 45 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

M 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 I5 76 F7 78 79 B0 81 82 83 84 85 86 87 BB 89 90 91 52 93 54 55

M 98 97 98 99 100 101 102_103 104 105 105 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126

M 158 150 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186

Figura7 — Deteccdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantulas de laranja dos
cultivares Pera Rio, IPR-73 e Shamouti aos 5 meses apds transplantio. Gel de
agarose do produto da amplificacdo da PCR usando os primers A2/J5. Linha M:
marcador molecular 1 kb plus,; linhas 1 229,33 a61,65a81,84a92,96a1l12,
115 a 124, 127 a 143, 146 a 156, 159 a 175, 178 a 184 amostras compostas;
linhas 31, 63, 82, 83, 95, 126, 158, 186 controle positivo da reagdo; linhas 114,
145 e 177 positivas da extragdo; linhas 30, 62, 93, 125, 157, 185 controle
negativo da reacdo e amostras 32, 64, 113, 144, 176 negativas da extragdo para
‘Ca. L. asiaticus’.
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DISCUSSAO

O agente causal do HLB coloniza os vasos do floema do hospedeiro e ¢
sistemicamente distribuido pela planta, podendo a partir de uma inoculagdo a 40-50 cm do
solo, ser detectado no sistema radicular em aproximadamente 26 semanas (SHOKROLLAH
et al., 2009; TATINENI et al., 2008). A bactéria pode ainda ser detectada em quase todas as
partes da planta como raizes, nervura central de folhas, peduinculo, columela, casca de
semente, casca de tronco e inclusive em tecido floral, como pétalas, pistilos e estames de
flores em ramos sintomaticos (TATINENI et al., 2008). A presenca da bactéria em partes
florais serve como indicio de que existe a possibilidade da contaminacdo interna da semente,
como por exemplo, o embrido.

Walcott; Gitaitis; Castro (2002) observaram transmissao por sementes de até
40% quando inocularam flores de melancia com Acidovorax avenae subsp. citrulli e Pantoea
ananatis. Isto indica que as flores podem ser porta de entrada de micro-organismos para o
interior das sementes, sendo o micro-organismo patogénico ou nao a espécie hospedeira.
Entretanto, estudos realizados parar determinar a presenca de ‘Ca. L. asiaticus’ em diferentes
partes de uma planta infectada pela bactéria mostraram os tecidos embrionarios e endosperma
livres do patogeno (TATINENI et al. 2008). Zhou et al. (2008), relataram a presenga de ‘Ca.
L. asiaticus’ em sementes de Vinca (Catharantus roseus) inoculadas artificialmente por
Cuscuta pentagona, em um estudo sobre a transmissao por sementes de ‘Ca. L. asiaticus’.

Os resultados do presente estudo utilizando o par de primers A2/J5 em teste
de PCR, para diferentes tecidos de sementes de laranjas doce, dos cultivares Pera Rio, IPR-73,
Shamouti, Folha Murcha, tangerina Ponkan, limao Cravo e citrumelo Swingle, mostraram que
todas as partes das sementes como testa, tégma e endosperma mais embrido estavam
infectadas por ‘Ca. L. asiaticus’, em pelo menos uma das repeticdes avaliadas (Figura 1).
Entretanto ndo foi possivel detectar a bactéria nas mesmas amostras quando foi utilizado o par
de primers Oi1/0i2¢ na PCR (Figura 2).

O par de primers A2/J5 foi desenhado a partir da regido 16S rDNA, que
codifica um gene para a produgdo de proteina ribossomal. Este par de primers foi testado para
microorganismos patogénicos comuns a plantas citricas, e foi observada alta especificidade
para ‘Ca. L. asiaticus’ e ‘Ca. L. africanus’, com 95% dos testes realizados confirmados com
os primers Oil/Oi2c (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1996). Entretanto, apesar de pouco
freqiiente a ndo confirmagdo da presenga da bactéria do HLB com os primers Oil/Oi2c pode

ocorrer, da mesma forma o contrario também ¢ verdadeiro (HOCQUELLET et al., 1999).
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Além disso, os primers A2/J5 ndo foram testado para a presenca de microorganismos
endofiticos nas plantas citricas (HOCQUELLET et al., 1999).

Sagaram et al. (2009) analisaram a diversidade microbiologica de plantas
citricas contaminadas com a bactéria do HLB, e observaram a presenga constante de algumas
bactérias endofiticas, em ramos sintomaticos para HLB, como Phyllobacter, Dehalicoccoides,
Brevundimonas sp., Sphingobacterium, Verrucomicrobia, Caulobacter e Syntrophobacter. A
maioria dessas bactérias sdo sabidamente transmitidas por insetos vetores (SAGARAM et al.,
2009). Ainda nao se sabe qual o envolvimento destas bactérias com o HLB (SAGARAM et
al., 2009).

Os microorganismos encontrados por Sagaram et al. (2009) sao diferentes
dos relatados em plantas citricas no Brasil. Microorganismos como Curtobacterum
flaccumfaciens, Enterobacter cloacae, Methylobacterium spp., Nocardia sp. e Pantoae
agglomerans foram relatados em ramos com sintomas de CVC, sendo algumas destas
bactérias antagdnicas para a manifestacdo da doenca. Entretanto, ndo se tem relatos desses
endofiticos em associagdo positiva com patogenos de plantas (ARAUJO et al., 2002).

A falta de testes para endofiticos comuns em plantas citricas utilizando o par
de primers A2/J5 pode indicar a falha destes na detecgdo especifica de ‘Ca. L. asiaticus’ na
presenca de outros microorganismos. Isso foi observado nas andlises das sementes, pois
quando foram testadas diferentes partes das sementes de diferentes espécies citricas com os
primers A2/J5 (Figura 1) todas foram positivas, porém, o mesmo nao foi confirmado com o
uso dos primers Oil/Oi2c¢ (Figura 2). Entretanto estudos adicionais deverdao ser realizados
para esclarecer estes resultados.

Os resultados das analises de transmissdo de ‘Ca. L. asiaticus’ de sementes
para plantas mostraram duas plantas de laranja doce do cultivar Folha Murcha positivas para a
presenca da bactéria 18 meses apds o transplantio, utilizando o par de primers A2/J5. A
bactéria foi detectada em tecidos foliares e também em casca do troco das plantas. Em
avaliagdes posteriores, aos 25 meses ap0Os o transplantio ndo foi detectada a presenga de ‘Ca.
L. asiaticus’ em tecidos foliares e de casca do tronco dessas mesmas plantas. Para as demais
espécies avaliadas ndo foi detectado a presenga de ‘Ca. L. asiaticus’ em plantas cinco meses
apos o transplantio das mesmas. Também ndo foram observados sintomas tipicos de HLB em
nenhuma das 920 plantas avaliadas durante todo o periodo deste estudo. Estas plantas ainda
continuam sob observagdes.

Em relagdo aos resultados das analises de plantulas, os dados obtidos

corroboram com os apresentados por Albrecht e Bowman (2009). Esses autores apods
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analisarem aproximadamente 680 plantas de diferentes espécies de porta-enxerto, detectaram
apenas duas plantas com PCR positivo para presenca de ‘Ca. L. asiaticus’ cinco meses apos a
semeadura o que corresponde a 0,3% de plantas infectadas. Entretanto, apds 15 meses os
mesmos resultados ndo se confirmaram (ALBRECHT; BOWMAN, 2009). Para confirmar
esses resultados com porta-enxerto, foram realizadas analises de 900 plantas de laranja doce
do cultivar Valencia onde foi obtido 0,7% de transmissdo, porém novamente analises
posteriores ndo confirmaram a presenca da bactéria (ALBRECHT; BOWMAN, 2009). Outros
autores como Benyon et al. (2010), Hartung et al. (2008) e Graham et al. (2008) também
relataram resultados negativos na transmissdo da bactéria do HLB para diferentes espécies
citricas.

Avaliando os efeitos do HLB nos frutos e sementes citricas, Albrecht e
Bowman (2009) observaram reducdo no peso e na porcentagem de germinagdo das sementes
de frutos contaminados. Ainda neste estudo, os autores acompanharam visualmente
aproximadamente 7000 mil mudas de porta-exerto e laranja doce, € ndo observaram nenhum
sintoma tipico de HLB, em contraste as observagdes de Tirtawidjaja (1981). Destas 687
mudas de seis diferentes genotipos de porta enxerto e 431 mudas de laranja doce do cultivar
Valéncia examinadas pelo teste de PCR e apresentaram resultados negativos para presenca da
bactéria (ALBRECHT; BOWMAN, 2009).

Hartung et al. (2010) trabalhando com aproximadamente 700 plantas de
diversas espécies citricas, oriundas de sementes de frutos contaminados com ‘Ca. L.
asiaticus’, concluiram sobre a falta de evidéncias para a transmissao da bactéria por sementes.
Os autores relatam ainda sintomas parecidos com HLB em plantulas de laranja azeda (Citrus
aurantium L.) e relacionaram os sintomas observados a variabilidade genética da espécie.

Barreiras morfoldgicas nas sementes limitam o acesso direto dos vasos
condutores até o embrido. Por conta disso, bactérias restritas a estes tecidos eram tidas como
ndo transmissiveis via semente, como por exemplo Xylella fastidiosa, uma bactéria restrita
aos vasos do xilema e agente causal da Clorose Variegada dos Citros (CVC). A bactéria da
CVC causa uma importante doenga dos citros e que foi recentemente detectada em casca e
embrido de sementes de laranja doce com CVC. Ela também apresentou transmissdo por
sementes a uma taxa de 20 a 30%, dependendo do cultivar (LI et al., 2003). Um ponto a ser
esclarecido ¢ como ocorre este processo de transmissdo, ou seja, a passagem da bactéria dos
vasos do xilema da planta ‘mae’ para o embrido da semente e posteriormente para os vasos da

plantula.
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Diferentes dos dados obtidos em estudos de transmissdo de ‘Ca. L.
asiaticus’ por sementes em espécies citricas, Zhou et al. (2008) estudaram a transmissao da
bactéria do HLB em Vinca (Catharanthus roseus), uma planta utilizada experimentalmente e
ndo hospedeira natural da bactéria. Esses autores relataram transmissdo por sementes de ‘Ca.
L. asiaticus’ relativamente alta, em torno de 50 a 80% em plantas inoculadas artificialmente
por Cuscuta pentagona.

A deteccdo de microorganismos em tecidos de plantas baseada na presenga
de seqiiéncias de DNA ¢ altamente sensivel, porem ndo determinam a viabilidade da célula
bacteriana. Isto €, a detec¢@o da bactéria ndo indica que exista uma relagdo de parasitismo ou
patogenicidade ativa. Além disso, falsos positivos podem resultar na contaminagdo cruzada
(WALCOTT et al., 2003). Entretanto, Albrecht ¢ Bowman (2009) consideraram em seus
estudos de transmissdo que a deteccdo de ‘Ca. L. asiaticus’ durante os primeiros estadios de
desenvolvimento das mudas, pode ocorrer por conta da contaminagdo por células bacterianas
mortas, ou mesmo DNA presente nos tecidos das sementes durante o desenvolvimento da
muda citrica. Isto poderia justificar assim a deteccdo inicial da bactéria do HLB, seguido do
desaparecimento desta bactéria com o passar do tempo. Porém, dados obtidos no presente
estudo mostram deteccdo aos 18 meses apés o transplante. Esta duavida poderia ser
solucionada empregando teste desenvolvido e sugerido por Trivedi et al. (2009), onde os
autores quantificam as células viaveis de ‘Ca. L. asiaticus’ com auxilio de etidio monoazidico
(EMA) que auxilia na diferenciacdo de células vidveis de invidveis no teste de PCR em tempo

real ou quantitativo PCR (qPCR).

CONCLUSOES

A presenga de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ é negativa em sementes
de laranjas, tangerina, limao Cravo e citrumelo Swingle.
‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ ndo ¢ detectado em mudas de diferentes
espécies citricas provenientes de sementes coletadas de frutos oriundos de plantas com HLB.
Existem evidéncias de transmissdo por sementes de ‘Candidatus
Liberibacter asiaticus’ em mudas de laranja doce do cultivar Folha Murcha.
Nao sdo observados sintomas tipicos de HLB em nenhuma das plantas de

diferentes espécies citricas avaliadas neste estudo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A presenga de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em sementes e plantulas
ndo foi confirmada utilizando o teste da PCR com os primers especificos para detecgdo da
bactéria do HLB.

Existem evidéncias de que ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ possa ser
transmitida por sementes citricas, porém, estudos mais aprofundados deveram ser realizados.
Novas ferramentas deverdo ser empregadas para teste desta hipotese. As plantas utilizadas

neste estudo deverdo continuar sob ambiente protegido para observagdes futuras.
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