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APRESENTACAO

A obra Botanica Aplicada 2 — Inser¢cdes Multidisciplinares traz ao leitor diversos
temas da area, sendo mais de 28 trabalhos cientificos, no qual o leitor podera desfrutar
de pontos da biologia vegetal aplicada abrangentes envolvendo tematicas como de
sociedade, conservacao do ambiente, producéo vegetal, dentre outros.

Aobraestaseccionada em 4 setores tematicos da botanica: Avaliagcao da Producéao
e Desenvolvimento de Plantas; Estudos Taxondmicos de Plantas; Avaliagdo Botanica
para Estudos dos Ambientes; Botanica Aplicada aos Estudos Socioeconémicos do
Ambiente, onde os mesmos trardo estudos cientificos recentes e inovadores de forma
a demonstrar aplicacao da biologia vegetal em assuntos como produ¢ado de mudas,
germinacdo de plantas, avaliacdo de areas degradas, levantamento floristico para
avaliacao de ambientes, estudos socioambientais relacionados a botanica, avaliagbes
econdmicas de plantas.

Aabrangénciadostemas nos setores e sua aplicagao na preservacao, recuperacao
e avaliacdo de ambientes € um ponto importante nesta obra proporcionando ao
leitor incremento de conhecimento sobre o tema e experiéncias a serem replicadas.
Contudo a obra nao se restringe a esta tematica, levando o leitor ao conhecimento de
temas fisioldgicos e de interacdo entre plantas do nivel bioquimico ao fitogeografico
com inumeras abordagens nos capitulos de espécies pouco conhecidas e estudas no
cotidiano do sistema de produgcao e ambientes naturais proporcionando abertura de
novas fronteiras de ideias para suas pesquisas e aprendizado.

Neste sentido ressaltamos a importancia desta leitura de forma a incrementar
o0 conhecimento da aplicabilidade da botanica e para o estudo de espécies botanica
ainda pouco retratadas tornando sua leitura uma abertura de fronteiras para sua
mente. Boa leitura!

André Luiz Oliveira de Francisco
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RESUMO: A citricultura configura-se como
uma das atividades mais importantes para o
desenvolvimento agricola brasileiro, que lidera
0 ranking de exportacdo mundial. A clorose
variegada dos citros (CVC), causada pela
bactéria Xylella fastidiosa subsp. pauca Wells
et al. e o Huanglongbing (HLB), causado pela
bactéria Candidatus Liberibacter spp., sao
doencas de grande importancia econOmica
para os citros. O objetivo desse trabalho foi
indexar os acessos de citros do Banco Ativo
de Germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (BAG-Citros) para a presenca
das bactérias sistémicas X. fastidiosa e Ca.
L. asiaticus, por meio da Reacdo em Cadeia
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da Polimerase (PCR). Para tanto, amostras
foliares de acessos do BAG-Citros foram
coletadas e submetidas a extracdo do DNA
total. Para o diagndstico molecular, amplificou-
se 0 DNA da X. fastidiosa utilizando os primers
especificos RST31 e RST33, e os primers LPas
e RPas para amplificacdo da Ca. L. asiaticus.
Apbs
submetidas a eletroforese em gel de agarose
de 1,5%, a 110v por 02 horas. Ao todo foram
analisados 500 acessos para X. fastidiosa e

amplificacdo, as amostras foram

100 acessos para Ca. L. asiaticus, por meio do
diagnéstico molecular, e todos foram negativos
para presenca de DNA de ambos agentes.
Os controles positivos apresentaram 0s
fragmentos esperados de, aproximadamente,
750pb e 960pb, respectivamente. A Embrapa
€ responsavel pela distribuicdo de material
propagativo de citros para todo Brasil. Dessa
forma, a certificacdo da sanidade dos acessos
do BAG-Citros € importante, contribuindo assim
para a defesa fitossanitaria nacional.
PALAVRAS-CHAVE: CVC, Amarelinho, HLB,
Huanglongbing, Melhoramento Genético.

ABSTRACT: Citriculture is one of the most
important activities for Brazilian agricultural
development, and it is the world’s leading
agricultural export product. Citrus variegated
chlorosis (CVC), caused by the bacterium
Xylella fastidiosa subsp. pauca Wells et al. and

Capitulo 27




Huanglongbing (HLB), caused by the bacterium Candidatus Liberibacter spp., are
diseases of great economic importance for citrus. This work aims to index the citrus
accesses of the Active Germplasm Bank from Embrapa Mandioca e Fruticultura (BAG-
Citros) for the presence of the systemic bacteria X. fastidiosa and Ca. L. asiaticus
by means of the Polymerase Chain Reaction (PCR). To achieve this, leaf samples
of BAG-Citros accessions were collected and submitted to total DNA extraction.
For molecular diagnosis, X. fastidiosa DNA was amplified using the specific primers
RST31 and RST33, and primers LPas and RPas for amplification of Ca. L. asiaticus.
After amplification, the samples were submitted to 1.5% agarose gel electrophoresis,
at 110v for 2 hours. 500 accessions of X. fastidiosa and 100 accessions of Ca. L.
asiaticus were analyzed through molecular diagnosis, and all the results were negative
for the presence of DNA from both agents. Positive controls showed the expected
fragments of approximately 750bp and 960bp, respectively. Embrapa is responsible
for the distribution of citrus propagating material throughout Brazil. Thus, certificating
the welfare of the accesses of BAG-Citros is important to the contribution of national
phytosanitary defense.

KEYWORDS: CVC, Amarelinho, HLB, Huanglongbing, Genetic Enhancement.

11 INTRODUCAO

A citricultura é uma das atividades mais importantes para o potencial crescimento
do mercado agricola brasileiro, que lidera o ranking de exportagcdo mundial de citros.
No contexto de producéo nacional, o Estado de Sao Paulo configura-se como o maior
polo de producéo citrica do Brasil, seguido pelos estados de Minas Gerais, Parana e
Bahia (IBGE, 2017).

Porém, a cultura dos citros enfrenta grandes problemas fitossanitarios em
decorréncia da disseminagcdo de doencas e pragas que afetam pomares comerciais.
Dentre as principais doencgas que limitam a producéao e comercializacéo de frutos de
citros no Brasil, destacam-se a Clorose Variegada dos Citros (CVC) e o Huanglongbing
(HLB), causadas por bactérias sistémicas (BARBOSA et al., 2014).

A Clorose Variegada dos Citros (CVC), também conhecida como amarelinho,
€ causada pela bactéria Xylella fastidiosa subsp. pauca (Wells et al.), bactéria
gram-negativa do tipo bastonete, restrita ao xilema vegetal. Os principais sintomas
apresentados pelas plantas infectadas com a CVC incluem a presenca de manchas
cloréticas esparsas, localizadas proximas as bordas da face adaxial de folhas maduras
da copa (figura 01A), lesGes de cor palha, muitas vezes necrosadas sao manifestadas
na face abaxial foliar (figura 01B). Os frutos sao suscetiveis a queimadura provocada
pelo sol, manifestando manchas (figura 01C), além de apresentarem rigidez e reducéo
de tamanho, inviabilizando o seu comércio (figura 01D) (SANTOS FILHO et al., 2010;
ROSSETTI & DE NEGRI, 2011).
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Figura 01. Sintomas apresentados por plantas infectadas com Clorose Variegada dos Citros.
A. Manchas cloréticas localizadas na borda da face adaxial foliar B. Lesdes de cor palha na
face abaxial C. Frutos apresentando queimadura causada por exposi¢éo ao sol e D. Rigidez
e reducéo de tamanho dos frutos. Fonte: Cristiane de Jesus Barbosa, Embrapa Mandioca e
Fruticultura (figura 02A e 02B); Hermes Peixoto Santos Filho, Embrapa Mandioca e Fruticultura
(figura 02C e 02D).

A CVC pode ser transmitida por 12 espécies de cigarrinhas (Cicadellidae,
Hemiptera), e por meio de material propagativo, como mudas e borbulhas, infectado
(FUNDECITRUS, 2007). O manejo da doencga envolve a utilizacdo de mudas sadias
e certificadas, cuja seguridade das plantas matrizes deve ser levada em conta, com
a utilizacao de telas antiafidicas. Além disso, a erradicacao ou eliminacéo de plantas
afetadas e a poda dos ramos afetados contribui para o manejo da CVC. O controle
vetorial € mediado pelo monitoramento de espécies de cigarrinhas com histérico de
transmissdo e por controle quimico, com a utilizacdo de inseticidas sistémicos, via
tronco, em plantas novas (YAMAMOTO et al., 2002; SANTOS FILHO et al., 2010).

Comumente chamado de greening dos citros, o HLB tem como agente causal,
no Brasil, as espécies bacterianas gram-negativas Candidatus Liberibacter asiaticus,
com maior prevaléncia, e Ca. L. americanos (TEIXEIRA et al., 2010). Considerada a
doenga mais importante e destrutiva para a produ¢cdo mundial de citros, foi registrada
no estado de Sdo Paulo em 2004 (COLETTA-FILHO et al., 2004), configurando-se
como a principal ameaca fitossanitaria aos pomares citricolas de estados que possuem
o status de area livre da doenca.

A transmissao do agente causal do HLB é mediada pelo psilideo Diaphorina citri
Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Liviidae), e por meio de material propagativo infectado
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(BOVE, 2006). Os sintomas apresentados pelas plantas infectadas com HLB incluem
ramos com coloragao amarelada, contrastando com a coloragdo esperada em ramos
sadios (figura 02A), folhas com manchas irregulares esverdeadas ou amareladas
(figura 02B), nao amadurecimento dos frutos, permanecendo com a coloragao verde
e apresentando manchas (figura 02D). Além disso, os frutos iniciam sua maturacao
pelo pedunculo, fornecendo ao fruto assimetria (figura 02C) (FUNDECITRUS, 2009).
Dentre as espécies de Citrus cultivadas no Brasil, alaranja doce (C. sinensis), apresenta
maior sensibilidade frente a infeccéo por Ca. L. asiaticus, levando sempre a morte da
planta (FOLIMONOVA et al., 2009).

O manejo do HLB envolve inspec¢des frequentes em pomares comerciais de
citros, aquisicao de mudas sadias e certificadas. Além disso, a erradicacéo de arvores
contaminadas, bem como a eliminacdo de plantas de murta (hospedeira do psilideo
e da bactéria), contribuem para o manejo da doenca. O controle vetorial é baseado
no monitoramento de adultos e ninfas em plantacdes de citros, uso de armadilhas
adesivas amarelas ou verdes, além do controle quimico, por meio de inseticidas em
pulverizacao e sistémicos, permitem o manejo adequado da doenca (FUNDECITRUS,
2009).

Figura 02. Sintomas apresentados por plantas infectadas com Huanglongbing. A. Ramos com
coloracao irregular B. Folhas com manchas irregulares (mosqueadas) C. Fruto assimétrico
com maturagéo peduncular D. Fruto verde com presenca de manchas. Fonte: Francisco Ferraz
Laranjeira, Embrapa Mandioca e Fruticultura (figura 02A, 02C e 02D); Sueli Xavier de Brito
Silva, Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria do Estado da Bahia (figura 02B).

O Banco Ativo de Germoplasma de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura
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possui um papel fundamental para a cadeia de producéo dos citros, com a distribuicéo
de material propagativo de citros (mudas e borbulhas) para todas as regides do
Brasil (PASSOS et al., 2007). Dessa forma, a sanidade do material vegetal que é
disponibilizado deve ser garantida.

O objetivo desse trabalho foi indexar os acessos de citros do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa para a presenca de X. fastidiosa e Ca. L. asiaticus, por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

2| MATERIAL E METODOS

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular
do campo avancado da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no Centro
Tecnolbgico Agropecuario da Bahia (CETAB), em parceria com a Agéncia Estadual de
Defesa Agropecuaria do Estado da Bahia (ADAB).

2.1 Extracao de DNA total

Amostras foliares de plantas de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura foram submetidas a extracdo do DNA total,
com base no protocolo de extracdo de DNA de bactérias no tecido vegetal idealizado
por Dellaporta e colaboradores (1983).

Amostras foliares foram seccionadas, maceradas com nitrogénio liquido, e
submetidas ao tampéao de extragao (Tris-HCl a 100mM, EDTA a 50mM, NaCl a 200mM,
SDS a 1,32%, B-mercaptoetanol a 0,2% e H,0 milli-Q). Em seguida, as amostras foram
incubadas em banho-maria a 65°C por 20 minutos, com agitacdo em vortex a cada 5
minutos. Apds incubacao, foi adicionado acetato de potassio 5M, agitado em vortex por
1 minuto, incubado a -20°C por 10 minutos, e centrifugado a 5.000 RPM por 5 minutos.
O sobrenadante foi coletado e adicionado a ele Cloroférmio:alcool Iso-amilico (24:1),
com centrifuga¢do a 10.000 RPM por 10 minutos. A coleta do sobrenadante foi realizada,
acompanhada de uma precipitacédo final em alcool isopropilico, centrifugacao por 10
minutos a 14.000 RPM, e ressuspensdo com tampao TE (Tris-HCl a 10mM e EDTA
a 1mM). As amostras foram quantificadas a partir do espectrofotometro L-Quant® da
Loccus Biotecnologia.

2.2 Diagnostico Molecular

Amostras de DNA foram amplificadas a partir da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com os primers especificos
RST31 (5-GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC-3) e RST33
(5-CACCATTCGTATCCCGGTG- 3’) para amplificacdo do DNA da X. fastidiosa
(MINSAVAGE et al., 1994), e LPas (5-TGGTGATAGGGTGGATTTAG-3) e RPas
(5-CAACCTCGAAGAAAACAGAC-3’) paraamplificacdoda Ca. L. asiaticus(COLETTA-
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FILHO et al., 2010). A PCR foi realizada em volume final de 15uL com o preparo de um
mix contendo tampé&o de amplificagéo Tris/KCI-1X, dNTP a 0.1mM, MgCl,a 2.5mM, 1U
de Tag DNA polimerase, primers a 0.4uL, e 25ng de DNA total extraido por amostra.

Nos ciclos dereacao para X. fastidiosa, a desnaturacao ocorreu a 94°C inicialmente
por 3 minutos, e em 35 ciclos com duracéo de 30 segundos. A temperatura utilizada
para o anelamento foi de 55°C em 35 ciclos com duracdo de 30 segundos cada. A
extensdo ocorreu a 72°C em 35 ciclos de 45 segundos, finalizando com 5 minutos.
Os ciclos para Ca. L. asiaticus envolveram uma desnaturacéo inicial de 3 minutos
a 94°C e 35 ciclos de 30 segundos. O anelamento foi realizado em 35 ciclos de 45
segundos a 60°C. A temperatura utilizada para extenséao foi de 72°C durante 35 ciclos
de 50 segundos, finalizando em 10 minutos. Ap6és a amplificacdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose de 1.5%, utilizando Tampéao TBE 1x,
coloragdo com brometo de etidio, a 110v por 02 horas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Acessos de laranja doce (Citrus sinensis), hibridos de tangerina, trifoliatas e seus
hibridos, pomelo (C. paradisi), lima acida Tahiti (C. latifolia), limao cravo (C. limonia),
tangerinas (C. reticulata), limao verdadeiro (C. limon), limao rugoso (C. jambhiri),
mexerica (C. deliciosa), limao galego (C. aurantiifolia), laranja azeda (C. aurantium), e
acessos de outras espécies de Citrus e géneros relacionados foram indexados para
auséncia das bactérias sistémicas X. fastidiosa e Ca. L. asiaticus (tabela 01).
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Espécies de Citrus e
géneros relacionados

Citrus sinensis (L.)
Osbeck

C. aurantium L.

C. reticulata Blanco

C. paradisi Marcf.

C. latifolia Tanaka

C. limon (L.) Burm. f.

C. limetta Risso

C. deliciosa Ten.

C. jambhiri Lush.

C. clementina hort. ex
Tanaka

C. limonia Osbeck

C. unshiu Marcow.

C. volkameriana V. Ten.
& Pasq.

C. sunki hort. ex Tanaka

C. reshni hort. ex
Tanaka

Variedades

Pera (40), Russas (15), Hamlin (9), Lima (18),
C. sinensis Pl (9), Sanguinea (9), Natal (6),

Flor (7), Doce (6), Comuna (5), Seleta (3),
Champanhe (1), Torocco (1), Torregrosso

(1), Westin (1), Watupka (1), Washington (1),
Valencia (1), Vaccaro (1), Telde (1), Sunstar (3),
Sukkari (1), Strand (1), Sincora (1), Shamouti
(1), Serra D’agua (1), Salustiana (1), Pineapple
(1), Piralima (1), Rico (1), Rotuma (1), Rubi (1),
Parson (1), Parent (1), Orama (1), Olivelands (1),
Navelina (2), Navelate (1), Navel (2), Midsweet
(1), Melrosa (1), Mediterranea (1), Marrs (1), Lue
Gim Gong (1), Leng (1), Laranja (3), Lane Late
(2), Lamb Summer (1), Khalily (1), Kavatta (2),
Jaragua (1), Jaffa (1), Isle of Pines (1), Imperial
(2), llhoa (1), Havard (1), Hashimoto (2), Fuya
(1), Goden (1), Gardner (1), Fisher (1), Finiki (1),
Espanhole (1), Dom Joéo (1), Doble Fina (1),
Crescent Sweet (1), Cara Cara (1), Campista
(1), Caipira (3)

Narrow (1), Willow (1), Zhuluan (1), Smooth (1)

Span (1), Swatow (1), Fortune (1), Ponkan
(8), Tangerina (2), Reticulata (2), Encore (1),
Fairchild (1), Richards (1), Ponican (1)

Pomelo (34), Davis Seedless (1), Wheeny (1),
Shambar (1)

Lagoa Grande (1), Tahiti (26)
Lisboa Tetraploide (1), Frost (2), DCG (1),

Eureka (3), Limao (3), Malay (1), Siciliano (1),
Strong (1)

Cravo x Trifoliata (1)

Sun Chu Sha (1), Sinzikon (2), Mexerica (4), Tua
(1)

Rugoso (10)

Pl (1)

Comum (16), Cravo (6)

Satsuma (2), C. Unshiu PI (2)

Limao Volkameriano (1), Volkameriano (2)
Sun Kat (1)

Cledpatra (1)

N° de acessos
analisados

200

14

37

27

13

10

22
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C. aurantiifloia (Christm.)

Swingle

C. myrtifolia Raf.
C. depressa Hay.

C. medica L.

C. yatsushiro hort. ex
Tan.

C. tachibana (Mak.) Tan.

C. taiwanica Tan. et
Shim.

C. tankan Hay.

C. oleocarpa hort. ex
Tan.

C. webberi Wester

C. tamurana hort. ex
Tan.

C. pennivesiculata
Tanaka

C. grandis (L.) Osbeck
Citrus spp.
Fortunella spp.

Fraustrine spp.

Microcitrus spp.

Eremocitrus glauca
(Lindl.) Burkill

Severinia buxifolia
(Poir.) Ten.

Hibridos de tangerina

Trifoliatas e hibridos

Galego (5)
Chinotto (1)
Shekwasha (1)
Cidra (4)
Yatsushiro (2)
Tachibana 809 (1)
Taiwanica (1)
Tankan (2)

Tim Kat (1)
Webberi (1)

Tamurana (1)

Pennivesiculata (1)

Toranja (9)

Wart Jana (1), Spp B-4 (1)

Gindan (1), Centenaria Ba (1), Kumquat (2)
Faustrine 71.137 (1)

Microcitrus (1)

Eremocitrus (1)

Severinia buxifolia (1)

Tangelo (14) Tangor (2), Tanjaroa (2), Murcott

(6), Lee (1), Minneola (1), Kinnow (2), King x

Dancy (4), King (1), Jaboti (1), Fremont (1),
Falgllo (1), Changsha x Eng. Trif. (1), Nova
(2), Orlando (1), Ortanique (3), Page (1),

Piemonte (1), Robinson (1), Sunburst (1), Sunki

(4), Clebpatra x Sw (7), Cledpatra x Trif. (3),
Cledpatra x Rubidoux (1), Dancey CRC (1),

Sunki x English (2), Sunki x Swingle (1), Wilking

(1)

Swingle (2), Sacaton (1), Troyer (1), Citrange
(15), Citromelo (8), Thomas Ville (1), Trifoliata

(19)
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Tabela 01. Espécies e Variedades do Banco Ativo de Germoplasma de Citros da Embrapa
indexadas para os agentes causais da Clorose Variegada dos Citros e Huanglongbing.
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Figura 03 A. Gel de agarose 1.5% mostrando os produtos de amplificagdo do DNA total obtido
de amostras de acessos de citros, utilizando os primers RST31 e RST33 1: Marcador de peso
molecular de 100pb 2: Controle positivo, com fragmento esperado de, aproximadamente,
750pb 3: Controle negativo 4: Agua 5-19: Amostras analisadas B. Gel de agarose 1.5%
mostrando os produtos de amplificacdo do DNA total obtido de amostras de acessos de citros,
utilizando os primers LPas e Rpas 1: Marcador de peso molecular de 1000pb 2: Controle
negativo 3: Agua 4-16: Amostras analisadas 17: Controle positivo, com fragmento esperado de,
aproximadamente, 960pb.

Ao todo foram analisados 500 acessos de citros para X. fastidiosa e 100 acessos
de C. sinensis para Ca. L. asiaticus, por meio do diagnéstico molecular, e todos foram
negativos para presenca de DNA de ambos os agentes. Os controles positivos de X.
fastidiosa apresentaram fragmentos esperados de, aproximadamente, 750 pares de
base (pb) (figura 03A). Os controles positivos para Ca. L. asiaticus, apresentaram
fragmentos esperados de, aproximadamente, 960pb (figura 03B).

41 CONCLUSAO

O monitoramento de bactérias sistémicas, agentes do Huanglongbing e Clorose
Variegada dos Citros, em acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Citros, garante
a sanidade vegetal do material propagativo de citros que é distribuido pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura para todas as regides do Brasil. Dessa forma, fornecer o
status de acessos sabidamente sadios ao BAG-Citros contribui para o manejo das
doencas em campo, favorecendo a redug¢ao da disseminagcao de doengas nos pomares
comerciais, além de assegurar a qualidade da producéo citricola regional e nacional.
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