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INTRODUCAO

O HLB é, sem duvidas, a grande ameaca da citricultura no pais, por ser uma doenca
severa e destrutiva, com prejuizos no desenvolvimento da planta e na producéo de frutos.
Os agentes causais da doenca sdo espécies da bactéria Candidatus Liberibacter spp., que
se alojam em vasos do floema. Trés espécies de Liberibacter estdo associadas ao HLB dos
citros: Ca. Liberibacter africanus, Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus, sendo as duas
tltimas de ocorréncia no Brasil. A doenca pode se propagar através de seu vetor, o psilideo
Diaphorina citri, e/ou por enxertia de tecidos infectados (Bove, 2006).

O HLB néo provoca a morte das plantas, mas, com o passar dos anos, elas se tornam
debilitadas e improdutivas. Pomares inteiros podem ficar invidveis economicamente dentro
de sete a dez anos ap0s 0 aparecimento da primeira planta sintomatica se as medidas de
controle ndo forem tomadas (Gottwald et al., 2007).

O periodo de incubagdo do HLB depende de varios fatores, variando geralmente de
seis a doze meses (Bove, 2006). Diante disso, a inspec¢do visual do pomar ndo representa o
controle da doenca, visto que plantas assintoméaticas, porém infectadas, podem permanecer
como fontes de indculo para plantas ainda sadias. Como discutido por Bové (2006) e
Gottwald et al. (2007), o conhecimento da proporcdo de plantas sintomaticas e
assintoméaticas € importante e deve ser utilizado na decisdo da eliminacdo de pomares
inteiros altamente infestados. Assim, a detec¢cédo de Ca. Liberibacter sp. precocemente € de
extrema importancia, pois minimiza, dentro do possivel, o impacto financeiro aos citricultores
com a erradicacao das plantas.

Hoje o método mais confiavel para o diagnéstico do HLB é o PCR quantitativo em

tempo real (QPCR), que amplifica e detecta o DNA bacteriano presente no tecido. O método



visual € também utilizado, porém o diagnostico € impreciso e pode levar a falsos negativos
(plantas infectadas e ainda assintométicas) ou falsos positivos, uma vez que os sintomas da

doenca podem ser facilmente confundidos com deficiéncia nutricional.

MATERIAL E METODOS

Preparacédo das mudas :

O experimento consistiu em um conjunto de duzentas mudas de laranjeira Valéncia
[Citrus sinensis (L.) Osbeck] enxertadas sobre citrumeleiros Swingle [Citrus paradisi Macf. x
Poncirus trifoliata (L.) Raf.]. A estufa que abrigou as mudas utilizadas neste trabalho situa-se
no Centro APTA Citros Sylvio Moreira-IAC, localizado no municipio de Cordeiropolis-SP.

Do conjunto total de mudas, cem foram conservadas sadias, enquanto que nas outras
cem mudas, foram feita a inoculacédo da bactéria Ca. L. asiaticus pelo processo de enxertia
de borbulhas. Também foi efetuada uma poda pré-inoculacéo, visando a estimulacdo de
fluxo vegetativo com novas brota¢des, favorecendo, assim, a manifestacdo dos sintomas.

Todas as plantas receberam o mesmo manejo durante o experimento (temperatura,
irrigacdo, adubacdo, podas e outros procedimentos) na casa de vegetacdo, onde foram
mantidas. A permanéncia na casa de vegetacdo garantiu a integridade das plantas sadias,
visto que, deste modo, ndo tiveram contato com o psilideo D. citri.

As mudas inoculadas com a bactéria foram enumeradas de 1 a 100 e as sadias (nao
inoculadas) de 101 a 200. Sessenta mudas inoculadas e quatro sadias foram selecionadas
para as andlises, sendo esta sele¢cdo baseada no desenvolvimento das mesmas. Uma vez

escolhida a muda, a coleta foi repetida mensalmente para comparagéao.

Coleta do material, extracdo do DNA e gPCR
As coletas foram feitas mensalmente. Assim, o término da primeira coleta designa-se
“primeiro més” e assim sucessivamente. De cada uma das plantas avaliadas, trés folhas (A,
B e C) foram coletadas e serviram como repeticao biolégica do experimento. Apés a coleta,
o0 DNA foi extraido do peciolo e da nervura de cada folha pelo método CTAB (Murray e
Thompson, 1980). O DNA foi ressuspendido em 80 uL de tampédo TRIS-EDTA acrescido de
20 pg/uL de RNase. A concentracdo e qualidade do DNA foram analisadas em
espectrofotbmetro NanoDrop™ 8000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE) e por
eletroforese em gel de agarose a 1%, respectivamente.
Os primers e sondas usados no ensaio foram desenhados por Carlos et al. (2006)
usando o software Primer Express (versdo 2.0 AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) e

sintetizados pela mesma empresa. O desenho foi feito com base na sequéncia do gene 16S



rDNA de Ca. L. asiaticus (GenBank AY919311). Para cada coleta foram montadas placas de
gPCR compostas pelas amostras de DNA de uma muda sadia como controle negativo, das
mudas infectadas pela bactéria e do controle de amplificacdo (reagdo sem DNA). As
amostras foram avaliadas em duplicata, pipetadas automaticamente no aparelho epMotion
5070 Eppendorf. A amplificacdo, a aquisicdo dos dados e as andlises foram feitas no
equipamento ABI PRISM 7500 Fast Sequence Detection System (Applied Biosystems) com

a versao 1.4 do software de analise SDS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de gPCR detectou a bactéria a partir do primeiro més apds a inoculacéo
(Tabela 1).

Tabela 1: Resultado de mudas positivas para HLB por analise com qPCR

N° de plantas positivas por gPCR (%)

1°Més | 2°Més | 3°Més | 4°Més | 5°Més | 6°Més | 7°Més
5 21 29 44 52 54 54
(8,33%) | (35,00%) | (48,33%) | (73,33%) | (86,67%) | (90,00%) | (90,00%)

Foi observado um aumento na detec¢do da bactéria com o passar dos meses, como
esperado (Tabela 1). No entanto, nos primeiros trés meses ap0s a inoculacdo, a deteccdo
ndo foi homogénea para a mesma planta, possivelmente em funcdo da j& comprovada
distribuicao irregular do patégeno no hospedeiro (Irey et al., 2006; Gottwald et al., 2007).

Os sintomas tipicos do HLB s6 foram observados cerca de seis meses apds a
inoculagéo, resultado este em concordancia com a literatura (Bové, 2006). No entanto, a
partir do quarto més, foram observados sintomas de deficiéncia nutricional associados
exclusivamente as plantas inoculadas, induzindo a ddvidas quanto ao diagnostico.

Outro dado observado foi que do total de sessenta plantas avaliadas, seis
permaneceram negativas por gPCR ao longo dos meses. Provavelmente isso se deve a

baixa concentracdo de bactérias na borbulha enxertada.



CONCLUSAO

Esse foi o primeiro estudo envolvendo a deteccdo temporal de Ca. L. asiaticus na
combinagdo laranja Valéncia sobre citrumelo Swingle em condig6es controladas. Nossos
dados corroboram aqueles publicados por outros autores de que a bactéria pode ser
detectada por gPCR a partir do primeiro més de inoculagdo, muito antes do aparecimento

dos sintomas caracteristicos.
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