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RESUMO

O huanglongbing (HLB, ex-greening) ¢ uma das mais devastadoras doengas de citros
e tem como agente causal trés espécies da bactéria Candidatus Liberibacter spp., capazes de
infectar um grande nimero de espécies e variedades de citros. No entanto, grande parte do
germoplasma de citros no Brasil carece de avaliacdes quanto a suscetibilidade ou resisténcia a
bactéria do HLB. Desse modo, este trabalho teve como objetivo avaliar a multiplicagao da bactéria
e o desenvolvimento de sintomas em seis espécies ¢ variedades de citros, assim como em 0ito
géneros proximos, em experimentos conduzidos em casa de vegetagdo no Centro APTA Citros
Sylvio Moreira/IAC. Apos infecgdo por borbulhas infectadas foi possivel detectar a bactéria
em todos os genoétipos avaliados, embora com variagao na quantidade de bactéria ao longo do
tempo. Em gendtipos como Atalantia, Poncirus trifoliata e Citrus limettioides (lima da Pérsia) ha
reducao da taxa de multiplicacdo da bactéria, indicando certo grau de tolerancia. Aparentemente
nao ha relacdo entre a concentragio da bactéria nos tecidos, presenga ¢ intensidade de sintomas.
Estes, por sua vez, sdo variaveis entre os diferentes genoétipos. Os resultados indicaram que,
efetivamente, ndo ha resisténcia genética a infeccdo de Ca. Liberibacter spp. dentro do grupo
citros e géneros afins.

Termos de indexacao: huanglongbing, PCR em Tempo Real, Citrus e géneros afins, resisténcia.

SUMMARY
Evaluation of different genotypes of citrus to
Candidatus Liberibacter asiaticus infection

Huanglongbing (HLB, greening) is one of the most devastating diseases of citrus and
it has as causal agents three species of the bacteria Candidatus Liberibacter spp., which are
capable of infecting a large number of species and varieties of citrus. However, various accesses
of the germplasm of citrus in Brazil have not yet been evaluated for susceptibility or resistance
to the HLB bacterium. Thus, this study aimed to evaluate the multiplication of bacteria and the
development of symptoms in six species and varieties of citrus and eight related genera. Trials
were conducted in a greenhouse at Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC. After infection
with infected buds, the bacteria could be detected in all genotypes, although with variation
in the amount of bacteria over time. The genotypes Atalantia, Poncirus trifoliata and Citrus
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limettioides (sweet lime) showed a reduction in the bacteria multiplication rate, indicating some
degree of tolerance. In fact, there is no relationship among the title of the bacteria in the tissues,
presence and intensity of symptoms. On the other hand, they vary among the different genotypes.
The results indicate that there is no genetic resistance to Ca. Liberibacter spp. infection within

the citrus group and related genera.

Index terms: huanglongbing, Real-Time PCR, Citrus relatives, resistance.

INTRODUCAO

Huanglongbing (HLB, ex-greening) dos citros ¢é
atualmente uma das principais doencas nos pomares do
Estado de Sao Paulo, constituindo significativo fator de
redugdo de produtividade e qualidade de fruto a curto e
médio prazos. Desde a confirmagao do HLB no Brasil
(Coletta-Filho et al., 2004) alguns avangos foram feitos
no entendimento do patossistema, entre eles, a descri¢ao
de um novo variante da bactéria e de um fitoplasma
associados a doenca (Teixeira et al., 2005a; Teixeira
et al., 2005b; Coletta-Filho et al., 2005), o diagnostico
da bactéria através de reacdo em cadeira da DNA
polimerase (PCR), a biologia do vetor e da transmissao,
o periodo de incubacdo da bactéria, a epidemiologia
espago-temporal da doenga, a ineficiéncia da poda como
método de controle, o efeito da temperatura sobre as
duas bactérias que ocorrem no Brasil. Esses resultados
contribuiram para o estabelecimento de critérios para
erradicacdo de plantas sintomaticas e controle do vetor
como métodos de manejo da doenga.

O agente causal dessa doenga, Candidatus
Liberibacter, ¢ uma bactéria Gram-negativa, pertencente
a subunidade alfa das Proteobacteria, sendo restrita ao
floema (Jagoueix et al., 1994). Recentemente, as trés
espécies de Ca. Liberibacter ssp. foram cultivadas com
sucesso utilizando um meio denominado Liber A. Esse
cultivo foi confirmado através da técnica de PCR em
tempo real e sequenciamento, sendo o primeiro relato de
cultivo das espécies Ca. L. asiaticus, Ca. L. americanus
e Ca. L. africanus (Sechler et al., 2009).

A busca por resisténcia ao patdogeno tornou-se
imprescindivel haja vista seu cardter extremamente
danoso a cultura, resultando em enormes prejuizos em
todas as regides onde ocorre (Halbert & Manjunath,
2004). No entanto, ndo ha formas de resisténcia
descritas, seja em citros ou em géneros proximos, o

Citrus Research & Technology, Cordeirépolis, v.31, n.1, p.85-90, 2010

que dificulta os trabalhos de melhoramento genético.
Portanto, um grande desafio ¢ encontrar uma forma
de controlar a doenga, através de resisténcia genética.
Para isso torna-se necessario testar possiveis fontes de
resisténcia em géneros proximos a citros.

Até o momento, ndo ha nenhuma fonte de
resisténcia que possa ser utilizada no controle dessa
doenca, o que restringe, por ora, a utilizacdo do
controle genético. Apesar disso, abordagens de estudo
de heranga poderdo trazer novas informagdes sobre a
suscetibilidade diferencial entre gendtipos de citros.

As Rutaceas sdo hospedeiras naturais das espécies
de Ca. Liberibacter spp., sendo todas as espécies e
cultivares de citros suscetiveis a infeccdo (Garnier
et al., 1984), embora os sintomas desenvolvidos ndo
sejam tipicos e uniformes em todas elas. Laranjeiras
doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck], as tangerineiras (C.
reticulata Blanco) e hibridos de tangerineiras sdo os mais
severamente afetados. Pomeleiros (C. paradisi Macfad.),
laranjeiras azedas (C. aurantium L.) e limoeiros
verdadeiros [C. /imon (L.) Burm.f.] sdo moderadamente
afetados. Limeira acida Galego [C. aurantifolia
(Christm.) Swingle], toranjeiras [C. maxima (Burm.)
Merr.] e os trifoliatas [Poncirus trifoliata (L.) Raf],
incluindo seus hibridos com citros, sdo considerados
mais tolerantes (Manjunath et al., 2008).

Outras Rutaceas também s3o hospedeiras da
bactéria e possuem o psilideo como vetor, a saber:
Severinia buxifolia (Poir.) Ten., Balsamocitrus dawei
Stapf, C. maxima, C. hystrix DC., C. jambhiri Lush,
C. nobilis, Clausena indica (Dalzell) Oliv., CI. lansium
(Lour.) Skeels, Microcitrus australasica (F. Muell.)
Swingle, Triphasia trifolia (Burm. f.) P. Wilson,
Atalantia missionis (Wall. ex Wight) Oliv., Limonia
acidissima L. [= Feronia limonia (L.)], kumquat
(Fortunella spp.) e Swinglea glutinosa (Blanco) Merr.
(Hung et al., 2000; Hung et al., 2004).
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Considerando a necessidade de determinar o grau
de suscetibilidade genética a Ca. L. asiaticus, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a multiplicacdo da
bactéria e o desenvolvimento de sintomas de HLB em
oito genotipos de géneros relacionados aos citros e em
seis genotipos do género Citrus.

MATERIAL E METODOS

Todo o material vegetal avaliado pertence ao
Banco de Germoplasma do Centro APTA Citros Sylvio
Moreira/IAC. As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacao de 2008 a 2009, em sacolas plasticas de 4
L contendo substrato Plantmax e irrigadas quando
necessario. As borbulhas provieram de plantas
comprovadamente livres da bactéria do HLB.

Foram realizados dois experimentos
independentes. Em ambos foram realizadas a
quantificagdo da bactéria por PCR quantitativo
em tempo real (RT-qPCR) e uma analise visual da
evolucdo de sintomas foliares, representado pelo
desenvolvimento de clorose e mosqueamento foliar ou
outra anormalidade que esteja relacionada a infecgdo
pela bactéria do HLB.

No primeiro experimento foram avaliadas plantas
de S. buxifolia, Microcitrus spp., F. margarita (Lour.)
Swingle, Atalantia spp., P. trifoliata, eremolemon
Coachella [Eremocitrus glauca (Lindl.) Swingle X
C. limon], Merope M. Roem. spp. e Micromellum
tephrocarpa, espécies estas de géneros proximos de
Citrus.

No segundo experimento foram avaliadas plantas
de laranjeira Péra IAC2 (C. sinensis), tangerineiras
Ponkan e Cravo (C. reticulata), mexeriqueira do Rio
(C. deliciosa Ten.), lima da Pérsia (C. limettioides
Tan.), limeira acida Galego C. aurantifolia e pomeleiro
Marsh seedless (C. paradisi).

Seis meses apos a enxertia em limoeiro Cravo
(C. limonia Osb.), brotagdes vigorosas das plantas em
avaliacdo foram sobre-enxertadas com duas borbulhas
provenientes de plantas infectadas com Ca. Liberibacter
asiaticus. A fonte de inoculo foi obtida a partir de
ramos sintomaticos de laranjeira Péra e a infec¢do pela
espécie asiatica foi confirmada através da técnica de
PCR convencional. Os experimentos foram conduzidos
em casa de vegetacao, com fotoperiodo natural e

temperatura ambiente = 3°C (Lopes et al., 2009). A
quantificacdo da popula¢do de bactéria foi estimada a
partir de curva padrao feita com amostras de DNA total
das plantas infectadas. O método de extracdo de DNA
utilizado foi baseado em Murray & Thompson (1980).

Em ambos os experimentos foram avaliadas
seis plantas de cada genoétipo. Cinco plantas foram
inoculadas com borbulhas contendo Ca. Liberibacter
asiaticus e uma planta controle foi inoculada com
borbulha sadia. Essas plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo e avaliadas mensalmente para a
sintomatologia apresentada, e bimestralmente por RT-
gPCR, de acordo com Coletta-Filho et al. (2010).

A curva padrdo do alvo baseou-se nas
concentragdes conhecidas do fragmento de rDNA 16S de
Ca L. asiaticus clonado (plasmideo pGEM contendo um
inserto de 1200 pb). Para a normalizacao dos dados, uma
curva baseada em DNA de planta sadia (18S rDNA) foi
construida. Dessa maneira, as curvas foram estabelecidas
relacionando-se as concentragdes conhecidas de DNA
com os respectivos valores do limiar de fluorescéncia
(Ct - threshold cycle) para cada diluigao.

As andlises de qPCR foram realizadas no
“ABI PRISM 7500 Sequence Detection System”
(“Applied Biosystem™) através do sistema “TagMan”.
As sondas desenvolvidas sdo referentes a uma regido
conservada do DNA ribossomal 16S, capaz de
diferenciar a forma asiatica de Ca. Liberibacter (Carlos
et al.,, 2006). A sequéncia da sonda utilizada foi:
6-NEDACATCTAGGTAAAAACCMGBNFQ  (var.
asiaticus). Os iniciadores para Ca. Liberibacter asiaticus
(Lsgl1-AS-84F 5 TCACCGGCAGTC CCTATAAAGT
3’eLsgl-AS-180R 5 GGGTTAAGTCCCGCAACGA)
foram usados nas reac¢des de qPCR (Carlos et al., 2006).

Os dados foram submetidos a analise de variancia
e teste de comparagdo de médias (Scott—Knott) a 5% de
probabilidade utilizando o programa SISVAR — Sistema
de analise de variancia v 5.0 (Ferreira, 2000) para os
resultados expressos em valores de Ct (threshold cycle).
Somente amostras com Ct < 35 foram consideradas
positivas para a presenca da bactéria. A concentracao
relativa de Ca. L. asiaticus com base em analises de
reacao em cadeia da polimerase com um conjunto de
iniciadores especificos, sera representada como sendo
+ + +, para as concentragdes maiores e +, para as
concentragcdes menores, mas definitivamente positiva.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados desde auséncia completa de
sintomas em Micromellun e Severinia, até folhas com
manchas cloréticas ou clorose uniforme na ldmina
foliar, e sintomas tipicos como mosqueado e sintomas de
deficiéncia mineral (Tabela 1). Baseado nos resultados
de RT-qPCR e pela analise estatistica realizada, foi
possivel agrupar as plantas em trés categorias sendo
“+++” as que continham maior concentragao da bactéria
e “+” as que apresentavam menor quantidade detectada
(Tabela 1). Porém, ndao foi possivel correlacionar
quantidade de bactéria e presenca de sintomas. Esta
mesma observagao foi relatada por Folimonova et al.
(2009) em alguns gendtipos de citros estudados.

As analises bimestrais de plantas dos oito géneros
(Tabela 2) confirmaram a presenca da bactéria em

todas as repeti¢cdes, mas com variagdo na concentracao
bacteriana ao longo do tempo. Essa variagdo, mais do
que estar associada a uma resposta genética da planta,
pode estar relacionada com diferencas no titulo inicial
da bactéria nas borbulhas infectadas, uma vez que nio
¢ possivel normalizar esse titulo.

Algumas plantas de géneros como Atalantia,
Poncirus e Microcitrus apresentaram uma reducdo
na concentragdo inicial da bactéria apos 12 meses da
enxertia. Em fun¢do do longo periodo apos enxertia
(12 meses), € possivel que essa resposta represente de
fato uma resposta genética da planta que, nesse caso,
poderia ser considerada mais tolerante que genotipos
em que a taxa de multiplicacdo da bactéria ¢ ascendente
e crescente ao longo do tempo.

As diferentes espécies de citros avaliadas (Tabela
2) mostraram-se igualmente suscetiveis a bactéria, sendo

Tabela 1. Concentragdo estimada da bactéria Ca. L. asiaticus e desenvolvimento de sintomas em genotipos de
Citrus e géneros relacionados 12 meses apos enxertia com borbulhas infectadas. Cordeirdpolis, SP, Brasil

L. RT gPCR para .
Genotipos B P Sintomas observados
Ca. L. asiaticus
o Folhas com manchas clordticas ou de um verde mais claro e
Laranja Péra IAC2 ++ . A
sintomas de deficiéncia mineral
) Folhas com manchas clordticas ou de um verde mais claro e
Tangerina Ponkan -+ . A
sintomas de deficiéncia mineral
) Folhas com manchas cloréticas ou de um verde mais claro e
Tangerina Cravo +++ . .
sintomas de deficiéncia mineral
) . Folhas com manchas clordticas ou de um verde mais claro e
Mexerica do Rio +++ . .
sintomas de deficiéncia mineral
. .y Folhas com manchas clordticas ou de um verde mais claro e
Lima da Pérsia + . .
sintomas de deficiéncia mineral
Lima acida Galego ++ Folhas clordticas, nervuras eram proeminentes ¢ amarelas
Pomelo Marsh Seedless ++ Folhas com manchas cloréticas e sintomas de deficiéncia mineral
Micromellum tephrocarpa ++ Auséncia de sintomas
Merope spp. ++ Folhas com clorose na nervura central e nas bordas
Eremolemon Coachella ++ Folhas com manchas verdes mais claras
. Folhas com manchas clorodticas ou de um verde mais claro e
Atalantia spp. + . n
sintomas de deficiéncia mineral
S. buxifolia +++ Auséncia de sintomas
Microcitrus spp. ++ Folhas com manchas cloroéticas e sintomas de deficiéncia mineral
F. margarita ++ Folhas com manchas clordticas e sintomas de deficiéncia mineral
P. trifoliata + Nervuras proeminentes, clorose

+++=Ct médio < 18
++=Ct médio> 18 e <29
+ = Ct médio > 29
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Tabela 2. Ct médio aos 6 ¢ 12 meses apos enxertia com
borbulhas infectadas com Ca. L. asiaticus em Citrus e
géneros relacionados. Cordeirdpolis, SP, Brasil

Genotipos Ct* médio

6 meses 12 meses
P. trifoliata 28,51Aa  30,13Aa
Atalantia spp. 28,44Aa  29,72Aa
Eremolemon Coachella 25,99Ab  23,28Bb
Micromellum tephrocarpa 25,82Ab  23,65Ab
S. buxifolia 25,45Ab  20,37Bc
Microcitrus spp. 23,93Ab  21,49Ab
Merope spp. 23,19Ab  23,23Ab
F margarita 21,39Ab  21,12Ab
Lima acida Galego 34,36Aa  23,44Bb
Lima da Pérsia 29,63Ab  28.83Aa
Laranja Péra [AC2 24,84Ac  24,10Ab
Tangerina Ponkan 23,86Ac 18.21Ac
Pomelo Marsh seedless 22,56Ac  23.60Ab
Mexerica do Rio 20,69Ac 17,16Bc
Tangerina Cravo 19,40Ac 18,72Ac

Me¢dias seguidas pelas mesmas letras maitsculas, nas linhas e
médias seguidas de letras minusculas, nas colunas, ndo diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste Scott-Knott.

que as tangerinas foram as espécies nas quais houve maior
taxa de multiplica¢do da bactéria, com destaque para a
Mexerica do Rio que apresentou concentragdes trés vezes
maiores da bactéria que aquelas encontradas em tangerina
Ponkan ¢ Cravo. Em todas as plantas desses genotipos
houve desenvolvimento de sintomas semelhantes a HLB,
como cloroses setorais ou generalizadas e sintomas de
deficiéncia mineral (Zn ¢ Mn). Na lima acida Galego
ocorreu também o desenvolvimento de sintomas
diferenciados, como suberizagdo ¢ acentuada clorose de
nervuras.

De maneira geral, os diferentes genotipos
mantiveram a mesma concentragdo da bactéria
(estimado através do Ct médio) aos 6 ¢ 12 meses,
exceto para a lima acida Galego, Mexerica do Rio,
eremolemon e Severinia onde houve um aumento da
bactéria nesse periodo.

O sintoma tipico de HLB em folhas, como
mosqueamento (manchas de formas irregulares, verdes

claras ou amarelas) nao foi observado em nenhum dos
gendtipos dentro do grupo do género Cifrus, nem em
plantas dos outros géneros.

Nas comparagdes de desenvolvimento de
sintomas, eficiéncia de transmissdo por enxertia e da
concentracdo estimada das bactérias Ca. L. asiaticus
e Ca. L. americanus em plantas de laranjas Hamlin,
Natal, Péra e Valéncia foram observados que, apesar
da alta concentracdo, folhas com mosqueamento e
deficiéncia nutricional estavam ausentes, ou em nimero
reduzido, em plantas inoculadas com a espécie asiatica,
dificultando o correto diagnostico do HLB (Lopes et
al., 2009). Como os sintomas da doenca assemelham-
se aqueles desenvolvidos por deficiéncia nutricional, o
diagndstico do padrdo foliar pode ndo ser conclusivo.
No entanto, as folhas apresentando tais sintomas
podem ser boa opgao para diagnodstico molecular da
bactéria, principalmente na auséncia de folhas com
mosqueamento (Teixeira et al., 2008).

Desse modo foi possivel confirmar que a
multiplicacdo da bactéria ¢é wuma caracteristica
contrastante entre as espécies de citros e géneros
proximos, sendo reduzida em lima da Pérsia, Poncirus
e Atalantia, sugerindo que essas espécies possam
apresentar maior tolerancia a bactéria do HLB. No
entanto, ndo parece haver resisténcia genética a
infeccdo de Ca. Liberibacter spp. dentro do grupo
citros e géneros afins. Observa-se, de modo geral, uma
alta suscetibilidade em todas as variedades comerciais,
sendo capazes de multiplicar a bactéria a altas taxas e
com desenvolvimento de sintomas tipicos da doenga,
mesmo em condi¢cdes de casa de vegetacdo. Os
dados obtidos referem-se a avaliacdo apds enxertia
com borbulhas infectadas, o que ndo corresponde ao
patossistema em condic¢des naturais, onde a transmissao
pelo vetor ¢ a forma predominante.
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