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RESUMO: A citricultura brasileira apresenta alto custo de produgcédo, sendo os maiores investimentos
empregados no controle de pragas e doengas. Dentre essas doengas encontra-se huanglongbing (HLB). O
agente causal dessa doenca severa é uma bactéria com crescimento limitado ao floema, denominada
Candidatus Liberibacter spp, que causa prejuizos severos a citricultura. As plantas citricas se tornam
improdutivas poucos anos apés a infecgcdo pela bactéria. Desse modo, estudar qual a flutuacdo
populacional da bactéria dentro da planta é importante para se entender esse patossistema e medidas de
controle possam tornar-se mais eficientes no Paranas. O objetivo do presente estudo consistiu-se em
avaliar as amostras de plantas sintomaticas de HLB, aduzidtravés do teste de PCR. Foi obtido um total de
68,4% de plantas positivas para o patdgeno asiatico, em contraposicao 13,3% apenas para o patdbgeno
americano, concluindo desde modo que o patdégeno asidtico € comumente incidente nas condicdes
paranaense em relacdo ao patégeno americano.
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1 INTRODUGAO

A citricultura brasileira representa um importante segmento da economia nacional,
tanto em valor da producao, como na geracao de empregos diretos e indiretos. O Brasil é
um dos paises lideres na producdo mundial de laranja. O Estado do Parana é
responsavel por 2,8% da producado de laranja do pais (IBGE 2009), destacando-se a
regiao Noroeste do Parana representando 60% da area cultivada e 68% da producao
paranaense.

O Huanglongbing (HLB) é considerado mundialmente uma das mais severas
doenca dos citros, pela sua alta capacidade de destruicdo e dificuldade de controle. O
primeiro relato da doenca no pais foi em junho de 2004, nas proximidades do municipio
de Araraquara em S&o Paulo (COLETTA FILHO, 2007). No Parana o primeiro relato foi
feito em maio de 2007 em pomar comercial do municipio de Altdnia, pelo Nucleo de
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Pesquisa em Biotecnologia Aplicada da Universidade Estadual de Maringa (NUNES et al.,
2007).

O agente causal do HLB é uma bactéria de crescimento limitado ao floema, sendo
por este motivo denominada de Candidatus Liberibacter sp. O termo “Canditadus” refere-
se as bactérias que nao sao cultivadas em meio artificial, dificultando assim, os estudos
para sua prevengdo e controle (COLETTA FILHO, 2007). Esta bactéria € originaria do
continente asiatico (BOVE, 2006) e possui trés espécies associadas a doenca HLB, sendo
elas Ca. Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter africanus, e a mais recente variante
asiatica denominada Ca. Liberibacter americanus. No Brasil é possivel observar apenas
duas das trés espécies de Candidatus Liberibacter, a Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus
(COLETTA FILHO, 2007). A transmissao da bactéria pode ser realizada por psilideos e
por materiais contaminados (material de enxertia contaminado, ferramentas, utilitarios,
etc.). Os psilideos responsaveis pela transmissdao de Ca. Liberibacter sdo a Diaphorina
citri e a Trioza erytreae, sendo a D. citri a encontra-se presente no Brasil e responsavel
por transmitir a Ca. Liberibacter asiaticus e Ca. Liberibacter americanus (COLLETA
FILHO, 2007).

Os sintomas iniciais sdo observados na forma de clorose ao longo das nervuras
das folhas, progredindo para amarelecimento e surgimento de ramos com folhas
amarelas, contrastando com o verde restante da copa (TATINENI et al., 2008).

Técnicas moleculares como PCR (Polymerase Chain Reaction) convencional, sdo
comumente utilizadas em pesquisas para a diagnose da doenca em plantas sintomaticas
em pomares comerciais ou experimentais. O PCR convencional consiste no anelamento e
extensdo da regiao flanqueada pelos iniciadores sintéticos na fita dupla de DNA. A reacao
sintetizara varias coépias desta regido em especifico, pois 0s iniciadores sao
oligonucleotideos sintetizados em laboratorio para que estes sejam complementares a
regiao especifica flanqueada no DNA (FERREIRA et al., 1998). A reacao é dividida em
ciclos, e cada ciclo possui trés etapas; 1) elevacdo da temperatura para a desnaturacéao
da fita dupla de DNA; 2) reducao da temperatura para a hibridizacdo DNA-DNA de cada
iniciador para que ocorra o anelamento destes na regiao flanqueada; 3) extensao, qual
envolve a adicdo de nucleotideos utilizando como molde a sequéncia alvo, de maneira
que uma copia desta sequéncia seja feita no processo, deste modo tem se uma
progressao geométrica a cada ciclo que se completa (FERREIRA et al., 1998).

O presente estudo objetivou diagnosticar a doenca HLB através de recursos
especificos com o uso de técnicas moleculares - PCR (Polymerase Chain Reaction).

2 MATERIAL E METODOS

O material utilizado para o estudo e andlise molecular foram amostras de folhas
com sintomas de HLB retiradas de plantas de laranja-doce de pomar experimental de
citros localizado na Fazenda Experimental Iguatemi (FEI) da Universidade Estadual de
Maringd (UEM) e pomares comerciais do Noroeste do Parana. A coleta desse material
ocorreu periodicamente durante o periodo vigente da pesquisa, fornecendo um lote de 98
amostras para a analise realizada no Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de
Pesquisa em Biotecnologia Aplicada da UEM.

Apés a coleta do material sintomatico, foi realizada a extragdo do DNA total da
planta pelo método CTAB, descrito em Coletta-Filho et al (2000). O DNA extraido foi
submetido a reacao da polimerase em cadeia (PCR) para o diagnéstico da doenca HLB.

Para o teste de PCR foram utilizados primers sintéticos especificos, cujo para Ca.
Liberibacter asiaticus foi utilizado os pares de iniciadores LasR1/LasF1, e LPAS/RPAS, e
para Ca. Liberibacter americanus os primers LSg2r (5-CAACTTAATGATGGCAAATA-3)
e LSg2f (5-TTAAGTTAGAGGTGAAATCC-3’).
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Apés as reacdes foi feito eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio,
para a analise em luz UV da presenca de fragmentos da sequéncia especifica de
interesse de DNA amplificados, qual foi possivel observar a presenca ou ndo de HLB. Os
géis produzidos foram fotografados usando o sistema de fotodocumentacao digital. As
reacdes de PCR com DNA extraidos de plantas sintomaticas de HLB apresentaram um
produto de 200 pb (pares de base) para Ca. Liberibacter asiaticus e aproximadamente
550 pb para Ca. Liberibacter americanus.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras analisadas obteve-se 67 amostras positivas para o patégeno asiatico
(68,4%), 13 amostras positivas para o patégeno americano (13,3%) e 18 amostras nao
conclusivas com o teste realizado(18,3%) (Figura 1).
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Figura 1. Eletroforese de PCR para Ca. L. americanus (A) e Ca. L. asiaticus (B). A presenca de bandas
indica a presenca do patégeno. L1K: Leader; (+): controle positivo; (-): controle negativo; 2912 e 2914
amostras positivas para Ca. L. asiaticus; 2920, 2921, 2922, 2923: amostras positivas para Ca. L.
americanus; 2913: amostra sem diagnaéstico.

Os resultados obtidos revelam que o patégeno asiatico € comumente incidente nos
pomares comercias e experimental da regido noroeste citricola do Estado do Parana.

De acordo com os estudos de Nunes et al (2010) a primeira diagnose de HLB
asiatico foi realizada com énfase em 2007 no municipio de Alténia — PR, e hoje a doenca
encontra-se em mais de 54 cidades infectadas pelo patégeno asiatico. Lopes et al (2009)
explica que devido a facilidade de Canditatus L. asiaticus ser transmitida via enxertia de
tecidos infectados para plantas citricas ser maior que Candidatus L. americanus, tem se a
grande diferenca no indice de plantas infectadas pelo HLB asiatico, pois o patdgeno
suporta temperaturas acima de 32°C em contraposicdo a populagcdo de Ca. L.
americanus, que pode até desaparecer em climas mais quentes. Isso explica a pouca
ocorréncia do HLB americano na regidao Norte, Noroeste do Parana, que possui condi¢coes
climaticas mais quentes em relacdo as demais regides do Estado. Além disso, as duas
espécies possuem capacidade de multiplicagdo distinta no tecido floematico das plantas
citricas. “Ca. L. asiaticus chega a atingir popula¢des com titulo bacteriano em média 10
vezes maior que Ca. L. americanus” (Teixera et al., 2010 p. 116).

O fato de ter ocorrido amostras sem diagnéstico para nenhum dos patégenos, pode
ser em funcao de a planta estar infectada por fitoplasma, precisamente do grupo 16Sr IX,
também patégeno dos citros, cujos sintomas sdo semelhantes aos do HLB (LEAL et al,
2010).
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Além disso, outro fator que pode ter influenciado na nao diagnose de HLB ¢é a
probabilidade do baixo nivel de infecgdo na planta, com quantidades minimas de DNA
bacteriano cujo PCR convencional ndo teve énfase na amplificagdo. Com o diagnéstico
obtido gera grande preocupacdo, pois a incidéncia da doenca no pomar comercial
evidencia a importancia de um controle e manejo de plantas sintomaticas, visando limitar
a propagacao da doencga para pomares vizinhos, preservando a economia citricola da
regido.

A ocorréncia da doenca no pomar experimental pode inviabilizar a implantacao e
execucao de varios experimentos importantes para o desenvolvimento da citricultura na
regiao norte do Parana.

4 CONCLUSAO

Tem-se a necessidade de novos estudos utilizando técnicas de diagnoéstico mais
precisas como, por exemplo, o teste de PCR quantitativo, que além do mecanismo
semelhante ao PCR convencional, fornecendo diagnésticos precisos em fungdo da
quantificacdo da populacao bacteriana na planta.

Atualmente, em vista da importancia da citricultura na economia do pais, novos
estudos para melhor entendimento deste patossistema faz-se necessario.
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