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COMUNICACAO CIENTIFICA

AVALIACAO DA RESISTENCIA A Xylella fastidiosa EM GERMOPLASMA DE
TANGERINA E HIBRIDOS INTRODUZIDOS DA ITALIA E CORSEGA!

ELENA PAOLA GONZALEZ JAIMES?, PAULO SERGIO DE SOUZA?,
ESTER WICKERT?, LUIZ CARLOS DONADIQ?.

RESUM O - A Clorose Variegada dos Citros (CV C), causada pel a bactériaXylella fastidiosa, € atual mente umadas doencasque mais
afeta a citricultura brasileira, sendo as variedades de laranja-doce as mais afetadas. Ensaio instalado na Estacdo Experimental de
Bebedouro (EECB), em condic¢des de estufa, teve como objetivo avaiar o comportamento em relacéo a CV C de germoplasmade citros
introduzidos pela EECB, Fundecitrus e Cenargen. Os materiaisforam multiplicados sobre diversos porta-enxertos e, quando atingiram
o tamanho adequado, inoculados por garfagem lateral de ramo doente. Cada variedade constou de quatro plantas, trésdas quaisforam
inoculadas, e aoutrasem inocular deixadacomo padréo. Asavaliagbes consistiram naobservacdo de sintomas, teste de ELISA e PCR.
Os primeiros sintomas nos materiais contaminados comegaram a surgir 7 meses apos a inoculacdo. Encontraram-se 18 variedades
positivas no teste de PCR, o que indica sua suscetibilidade a bactéria Xyl ella fastidi osa. Entretanto, as variedades que foram detecta
das pelo teste ELISA e ndo pelo PCR néo foram contadas como suscetivels e, sim, como falsos positivos.

Termosdeindexagdo: citros, CVC, inoculagéo, bactéria.

RESISTANCE EVALUATION TO Xylella Fastidiosa OF TANGERINE GERMOPLASM AND HIBRIDS
INTRODUCEDS FROM ITALY AND CORSE

ABSTRACT - TheCitrusVariegated Chlorosis (CV C), caused by the Xylella fastidiosa bacteriais one of the most important diseases
that affect the Brazilian citriculture, been the sweet orange the most susceptible to the bacteria. The objective of thisexperiment, carried
out in the Bebedouro Experimental Station (EECB) in greenhouse conditions, wasthe eval uation of the behavior of citrus germplasm
introduced by the EECB, Fundecitrusand Cenargen, in relation to the CV C. The plantswere multiplicated over several rootstocks and
when they achieved the right size were inoculated by grafting of diseased stem. Each material had four plants, three of them were
inoculated and the other one wasn’t inoculated, leaving like control. The plants were evaluated by symptoms presence, ELISA and
PCR tests. The first symptoms in the contaminated materials appeared 7 months after inoculation. Eighteen materials were found
positives in the PCR test, showing that this materials are susceptible to the Xylella fastidiosa. Howoever, the materials where the
bacteria was reported by the ELISA, but not by the PCR test, were grouped like false positives and weren’t were accepted like
susceptible.

Index terms. CVC, inoculation, bacteria, citrus.

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) foi constatada
pelaprimeiravez no Brasil, em 1987, naregido Noroestedo Esta-
do de S0 Paulo (De Negri, 1993). Emlevantamentosrealizados
pelo FUNDECITRUS, no Estado de Sé&o Paulo, tem sido verifica
do o aumento da porcentagem de plantas com CV C, sendo que,
no censo de 2000, observou-se que 13,23% das arvores estavam
com sintomasfoliares dadoenca; 20,8% com sintomasem folhas
efrutos, o que perfaz um total de 34,03% de arvoresinfectadas;
deste total, 44,44% tem de 6-10 anos e 42,69% de 3-5 anos
(FUNDECITRUS, 2000).

O agente causal destadoenca é abactériaXylellafasti-
diosa, que é restritaao xilema. E umabactériaendofiticaparasita
gue habitaexclusivamente os €l ementos de vasos ou traqueideos
congtituintesdo xilemadaplanta-hospedeira (Purcell & Hopkins,

1996). Esta bactéria tem como vetores para sua disseminacéo
algumas espécies de cigarrinhas dafamilia Cicadellidae, sendo
gue esta também pode ser transmitida através da enxertia de
borbulhas contaminadas, fato comprovado por Li (1997). A réapi-
da disseminacdo da bactéria deve-se a0 material propagativo
contaminado, e umavez introduzidanaérea, ascigarrinhas dis-
seminam a doenca paraoutras plantas.

A CVC ataca quase todas as variedades comerciais de
laranjadoceno Brasil (Leeetd., 1992). Li et a. (1996), estudando
128 variedades e clones de laranja-doce, encontraram que estas
comegaram aapresentar sintomas trés meses apés ainoculacéo
por enxertia, tanto dentro como forade estufa, sendo osresulta
dos dos testes sorologicos positivos.

Umadas maneirasde controledaCV C seriaautilizag@o
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de variedades resistentes, mas, apesar de o Brasil ter um dos
maiores bancos de germoplasma, ndo foi encontrada até o mo-
mento nenhumavariedade comercial delaranja-doce resistente
ou tolerante aestadoenca(Mourdo Filho et a., 1997).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o comporta
mento de gendtipos introduzidos de bancos de germoplasmade
outros paises, com respeito a sua resposta ainoculacéo da bac-
téria causadora da CV C, pelos métodos sorolégico (ELISA) e
molecular (PCR).

O experimento foi conduzido na Estacgo Experimental
de Citriculturade Bebedouro (E.E.C.B.), Bebedouro - SP,emes-
tufa.com telado antiafidico nas laterais e cobertura de plastico.
Estudaram-se gendtipos de tangerina e hibridos introduzidos
viaborbulhasadiapelaEECB, FUNDECITRUSe CENARGEN de
bancos de germoplasma da Itdlia e Corsega, sendo utilizada a
laranja- Péracomo padréo. Cadamaterial constou de4 plantas,
trés das quais foram inoculadas com a bactéria e a outra, sem
inocular, utilizou-se como testemunha. Os materiais avaliados
estéo relacionados na Tabela 1.

Asborbulhasdos materiais, retiradas de plantas sadias
gue se encontram naEECB, foram enxertadas em diversos porta-
enxertosrelacionados na Tabela 1, em novembro de 1998. Apos
um més aproximadamente, asfitas plasticasforam retiradase o
porta-enxerto podado parainduzir o crescimento da copaa ser
estudada; entretanto, as plantas ndo apresentaram um cresci-
mento uniforme, sendo que, durante 0 ano de 1999, foi necessa
rio refazer alguns enxertos. As plantas desenvolveram-se em
sacos plasticos de 4 litros (tamanho 15x30cm), com substrato a
base de solo (65% de terra areno-argilosa, 20% de esterco de
curral, 10% de vermiculita, 3% de orgénico humificado, 1% de
superfosfato simples, 0,5 % de calcario dolomitico) e 0,5% de
NPK (12-06-12).

Os ramos infectados com a bactéria foram obtidos de
plantas da variedade Péra, com sintomas tipicos da doenca nas
folhas e nos frutos. Os ramos utilizados pertenciam a brotacdo
de um ano de idade com 4 cm de comprimento e 3 a 4 folhas,
sendo cortados daplanta, e ainoculagéo erafeitano mesmo dia.
O método utilizado para a inoculagdo nas plantas foi 0 da
garfagem |ateral deramosde plantasdoentes (Li, 1997). Asava
liagdes dos sintomas da CVC iniciaram-se trés meses ap0s a
inoculagdo, segundo o indicado por Li (1997). Estaavaliacdo foi
feitamensalmente, daprimeiraaterceiravegetacao, observando
apresenca ou ndo de sintomas nas folhas.

O primeiro teste sorolégico DAS -ELISA (Double
Antibody Sandwich Enzyme-Linked |mmunosorbent Assay) foi
realizado quando as plantas completaram 9 meses apés a
inoculacdo e 0 segundo no més de outubro de 2000. Os extratos
foram preparadosapartir de 5 folhas adultas daprimeiravegeta
¢do de cada plantade citros. Paraarealizacdo do teste, no labo-
ratoriodaFUNDECITRUS, fai utilizado o anticorpo contraXylella
fastidiosa produzido por Sanofi Diagnostics Pasteur - France
(kit ELISA paradiagnosticode CVC).

A avaliagdo pelo teste de PCR (Polymerase Chain
Reaction) foi realizadano més de outubro de 2000, utilizando-se
do mesmo material usado no teste de ELISA. O procedimento de
extracdo do DNA foi feito com o protocolo proposto por Shillito
& Saul (1998). A quantificacdo do DNA foi realizada em
espectrofotébmetro (BECKMAN — DU 640), medindo-se a
absorbanciaem contraste com umaamostrade TE, nos compri-

mentos de ondade 260 e 280 nm. Para estimar aquantidade dos
DNAs, utilizou-se o padréo de que uma unidade de densidade
optica (DO) equivale a 50 ng de DNA por mL de solucdo
(Sambrook et d., 1989). Paraareacdo daPCR, utilizou-se o primer
RST 31 eRST 33. Otestefoi redizado nolaboratorio de Bioquimi-
cae Microorganismos de Plantas da UNESP/FCAV -Jaboticabal.

Durante o desenvolvimento do experimento, as plantas
n&o apresentaram um crescimento uniforme, sendo que, durante
0ano de 1999, foi necessario refazer alguns enxertos dos materi-
ais-copas, assim como em muitos materiaisfoi preciso fazer uma
ou duas reinocul agoes devido ao baixo indice de pegamento do
ramo doente. Este fato fez com que as avaliagBes fossem feitas
em épocas diferentes. A baixa taxa de pegamento foi reportada
anteriormente por Souzaet al. (2000) e Nunes (1999), este Ultimo
citando umataxade pegamento dasinoculagdes ao redor de 30 a
40%. Estas baixastaxas podem ocorrer, em primeiro lugar, porque
0S ramos que estdo sendo usados parainocul agdo, correspondem
aos mais af etados pela bactéria (para assegurar, assim, umaboa
quantidadeinicial doinéculo paraainfecao), fato que pode estar
impedindo o bom pegamento dos ramos. Outro fator que poderia
estar influenciando o baixo pegamento dos ramos, € o efeito dos
porta-enxertos.

Os primeiros sintomas, embora muito fracos, aparece-
ram 7 meses apds ainoculagdo, no més de setembro de 1999, no
material OMO 30; em novembro de 1999, ou sgja, 9 mesesapdsa
inoculacdo, estes foram observados nos materiais OMO 15 e
OTA 29.

Todos os materiaisforam submetidosao teste de ELISA,
nove meses apos a inoculacdo, sendo os resultados apresenta-
dosnaTabelal. Assim, no primeiro teste realizado, em outubro
de 1999, foram avaliados 14 materiais, encontrando-se resulta-
dos positivos em plantas que ndo apresentaram sintomas, como
€0 caso dos materiaisOMO 14 e OMO 29. Os materiaisOMO 30,
OMO 15eQTA 29, que haviam apresentado sintomas dadoenca
nas folhas, também apresentaram resultado positivo no teste. No
mésde abril de 2000, o testefoi aplicado em outros 15 materiais,
os quais foram inoculados no més de julho de 1999, encontran-
do-se resultados positivos para os materiais Mandarine Encore
SRA 190, OMO 31, OTA 28eQOTA 15. Edtestrés (lltimos comega:
ram aapresentar sintomas 8 meses apds ainoculacéo. No mésde
agosto de 2000, foi feito o teste nos materiais que haviam sido
inoculados no més de dezembro de 1999. Nestes materiais, ne-
nhuma planta apresentou sintomas dadoenca, nem abactériafoi
detectada no teste. A ndo-deteccdo da bactéria, neste caso,
demonstra a necessidade do uso de uma técnica mais precisa
guando a concentracao da bactéria é baixa, como é o PCR.

Nunes (1999) reportou que, nasavaliagdesfeitas10e 11
meses apos ainocul agéo, o niimero de plantasem que abactéria
foi detectada, foi maior do que em plantas aos 7 meses apds a
inoculacdo. Assim, o autor encontrou que plantas com 219 dias
apos inoculacdo ndo apresentavam resposta positiva ao PCR;
entretanto, aos 305 dias apds ainocul agédo, 66% das plantas ava-
liadas foram positivas paraapresencade X. fastidiosa. No mes-
mo trabalho, mas em outro ensaio, encontrou-se que, 143 dias
apos a inoculacdo, 52,5% das plantas foram positivas, embora
dessas plantas apenas 25% apresentassem sintomas de CVC, e
a0s 170 dias, 90% das plantas apresentaram resultados positivos
pelo PCR e 80% destas plantas apresentaram sintomas visuais
dadoenca. Neste caso, o material avaliado foi laranja-Péra.
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TABELA 1 - Resultado de avaliagfes de sintomas de CV C, teste de EL I SA e PCR, em diferentes combinacfes copa/porta-enxerto de

citros.
SINTOMAS TESTE DE ELISA
N° MATERIAL PORTA-ENXERTO 1% avaliacdio | 22 avaliacdo 1ro teste 2do teste PCR
1 | Mandarine Antillaise SRA 497 (Cér) Laranja China * - * + -
2 [ Mandarine Encore SRA 190 (Cér) Citrange IVIA - - + - -
3 | Mandarina Ampefy SRA 495 (Cér) Citrange IVIA - - - - -
4 [ Mandarine Rodeking SRA 431 (Cdr) Citrange IVIA - - - - -
5 | Mandarine Natal Tightskin SRA 481 Citrange IVIA - - - - -
(Cér)
6 | Mandarine Temple Sue Linda SRA Citrange IVIA - - - - -
467(Cor)

7 | Mandarine C 54 SRA 337 (Cér) Citrange IVIA - - - - +
8 | Mandarine A Peau Lisse SRA 267 (Cor) Citrange IVIA - - - - -
9 [ Mandarine Lebom SRA 425 (Cér) TorregrosalVIA 103-6 - - - - -
10 | Satsuma Panache SRA 579 (Cér) Citrange IVIA - - - + +
11 | SatsumaMiyagawa SRA 444 (It) Citrange IVIA - - - - -
12 | Satsuma Salzara SRA 341 (Cér) NovalVIA 747 - - - - -
13 | Clementina Oroval SRA 335 (Cér) Citrange IVIA - - - + +
14 | Clementina Tomotera SRA 535 (Cor) Laranja ComunalVIA 105 - - - + +
15 | Clementinal VIA 355 (Cor) Laranja ComunalVIA 105 - - - - -
16 | Clementina Reina SRA 534 (Cér) Laranja ComunalVIA 105 - - - - -
17 | Clementina Bruna SRA 531 (Cor) Laranja ComunalVIA 105 - - - + +
18 | Clementina Caffin SRA 385 (Cor) Laranja ComunalVIA 105 - - - - ++
19 | Clementinade NulesVCR (It) Laranja ComunalVIA 105 - - - - -
20 [ Clementina Commune SRA 92 (C6r) Laranja ComunalVIA 105 - - - - -
21 | BernaFeret IVIA 336 (Cor) Laranja ComunalVIA 105 - - - - -
22 | Tangelo Mapo SRA 450 (Coér) Laranja ComunalVIA 105 - - - - -
23 | Tangor H-56 SRA 465 (Cdér) Laranja ComunalVIA 105 - - - - -
24 | Tangelo Allspice SRA 327 (Cor) Laranja ComunalVIA 105 - + - - +
25 |OMO24 (1Y) Tangor Dweet IVIA C-165 - - + +
26 [OMO 15 (It) Tangor Dweet IVIA C-165 + - ++ - -
27 |OMO 12 (1Y) Tangor Dweet IVIA C-165 - - - - -
28 [OMO 30 (It) Tangor Dweet IVIA C-165 + + + +++ +
29 [OMO 29 (It) Tangor Dweet IVIA C-165 - + + + +
30 |OMO 14 (It Tangor Dweet IVIA C-165 - - + - +
31 |OMO 28 (It Tangor Dweet IVIA C-165 - - - - -
32 |OMO31 (I Torregrosa IVIA 103-6 + + + + +
33 |OMO 17 (IY) Torregrosa IVIA 103-6 - - - - +
34 |[oMO16 (1) NovalVIA 747 - - - - -
35 |OMO 22 (It Laranja S. Mamede - - - - +
36 |OMO 13 (IY) Laranja Prata da Ponte - - - - -
37 | Pomelo Ray Ruby SRA 604 (Cor) Citrange IVIA - - - - -
38 |OTA 29 (It Laranja Tua Ponte ++ + ++ + -
39 |OTA 12 (It Laranja Tua Ponte - - - - -
40 |OTA 14 (It Laranja Tua Ponte - - - ++ -
41 |OTA 35 (It Laranja Tua Ponte - - - - -
42 | OTA 28 (It Laranja Tua Ponte + - + - -
43 |OTA 11 (It Laranja Tua Ponte - - - - -
44 | OTA 15 (It) Laranja Tua Ponte + ++ ++ ++ ++
45 | OTA 23 (It Laranja Tua Ponte - - - - -
46 | OTA 32 (It Laranja Tua Ponte - - - - -
47 [OTA 34 (It) ComunalVIA 105 * - * ++ +
48 | OTA 27 (It Laranja Prata da Ponte - - - - +
49 | OTA 33 (It Mineola x P. trifoliata - - - - -
50 | PERA Lim&o Cravo - - - - -

OTA: (Clementina x Laranja Tarocco), OMO: (Clementina x Laranja Moro), It: Itdlia, Cor: Corsega; - planta sem sintomas e nas quais ndo foi detectada

a bactéria; + planta com sintomas ou positiva; * planta sem avaliar. Cada sina

Souza et a.(2000) encontraram que, em algumas varie-
dades introduzidas, os sintomas comegaram a surgir 8 meses
apos a inoculagdo, divergindo dos resultados obtidos por Li
(1997) e He (1998), que verificaram a presenca de sintomas 3
meses ap0s a inoculagdo.

No més de outubro de 2000, todas as plantas foram
submetidasaumanovaandise de ELISA eaumade PCR, coma
finalidade de sefazer umaultimaavaliacdo do material e compa-
rar os resultados dos testes. Nesta avaliacdo, foram encontra-

corresponde a uma planta.

dos como positivos para o teste de ELISA e PCR os materiais
OMO 30, OMO 31, OMO 29 e OTA 15, nos quais abactériaja
havia sido detectada no primeiro teste. Em Satsuma Panache
SRA 579, ClementinaOrova SRA 335, Clementina TomateraSRA
535, ClementinaBrunaSRA 531, OMO 24 e OTA 34, abactéria
ndo haviasido anteriormente detectada por ELISA, porém estes
materiais apresentaram resultado positivo paraambos ostestes,
ELISA ePCR, fato que pode estar indicando que, nestes materi-
ais, aconcentracao da bactéria aumentou nos Ultimos meses ou
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gue o teste anterior ndo foi o suficientemente acurado. Alguns
materiais apresentaram resultados positivos sd para PCR, como
no caso de Mandarine C 54 SRA 337, Clementina Caffin SRA
385, Tangelo Allspice SRA 327, OMO 22, OMO 17,0MO 14 e
OTA 27, sugerindo que este teste € mais preciso que o teste de
ELISA. Os materiais Mandarine Encore SRA 190, Mandarine
Antillaise SRA 497, OTA 28, OMO 15 etrésplantas do material
OMO 30 (no qual sd umaplantafoi positivaao PCR e apresentou
sintomas) foram reportados como positivos no teste de ELISA,
mas ndo foram detectados pelo PCR. Esteresultado podelevar a
duas suposicoes. a primeira é que sejam fal sos positivos, resul -
tado este que corrobora os resultados de Souza et a., (2000) e
gue confirma a pouca sensibilidade e confiabilidade deste teste
para a deteccdo da bactéria. A segunda suposicdo é que, no
caso do materiad OMO 15, o primeiro teste de EL1SA foi redlizado
onze meses antes do segundo e pode ter ocorrido que, durante
este tempo, abactériando conseguiu manter-se naplantae, por
isto, agora, ndo foi detectada. Paralaranja-Péra, esperava-se obter
sintomas maiss rapidamente, mas apds 15 meses de inocul agéo,
ndo foi observada a sintomatologia caracteristica, e os resulta
dos nostestes de ELISA e PCR foram negativos. Provavel men-
te, ndo ocorreu uma boa colonizacdo da bactéria, ndo sendo
suficiente para ser detectada pel os testes.

Em todos os casos, 0s materiais utilizados como teste-
munha ndo apresentaram sintomas, e abactériando foi detecta-
da, o que confirmanéo haver nenhumaoutrafonte deinoculagdo
nosmateriais.

As conclusBes preliminares deste trabalho sdo as se-
guintes:

- Paraa deteccdo da bactéria, no caso de estudos de inocul agéo,
€ preciso recorrer ao teste molecular de PCR, que apresentare-
sultados mais confiaveis, por ser mais preciso que o teste
sorolégico de ELISA.

- Os materiais que foram positivos no teste de PCR podem ser
considerados como suscetiveis a Xylella fastidiosa.

- Os primeiros sintomas foram detectados apds 7 meses da

inoculagéo.
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