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Produciio de material vegetativo de
ameixeira (Prunus salicina) livre da
escaldadura-das-folhas (Xylella fastidiosa)

Marco Antonio Dalbé!, Robson Leandro Hoffman?, Daiane Melo® e
Liziane Kadine Antunes de Moraes*

Resumo - A escaldadura-das-folhas, causada pela bactéria Xylella fastidiosa, é a principal doenca da ameixeira
(Prunus salicina) no Brasil. A utilizacdo de material contaminado tem causado a diminuicdo da vida util dos
pomares e a disseminacdo da bactéria nas regidoes produtoras. A Epagri/Estacdo Experimental de Videira iniciou
um programa de obtenc¢do e producdo de material vegetativo livre de Xylella fastidiosa que consiste em um
sistema de limpeza pela adicdo de antibiéticos via raiz, em mudas cultivadas em vasos contendo areia e solucéo
nutritiva, seguida de minienxertia dos dpices vegetativos em plantulas de pessegueiro. Foram testados métodos
de extracdo de DNA e iniciadores especificos de Xylella fastidiosa para a deteccdo da presenca desta bactéria em
material vegetal via PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). As plantas livres da bactéria foram mantidas em
condicoes de telado para evitar a recontaminacdo por insetos vetores e monitoradas continuamente para verificar
a sanidade. Apés quatro anos de implantacdo do sistema, as matrizes ainda se mantém isentas da bactéria.
Termos para indexacao: escaldadura, ameixa, DNA, PCR, propagacio de plantas.

Production of plum (Prunus salicina) vegetative material free of leaf scald
Xylella fastidiosa)

Abstract — Leaf scald, caused by Xylella fastidiosa, is the main plum (Prunus salicina) disease in Brazil. The use
of contaminated material has caused a shortening in orchard lifespan and dissemination of the bacteria in all
producing regions. A program of obtainance and production of plum vegetative material free of Xylella fastidiosa
was established at Epagri/Videira Experiment Station. A cleaning system was developed by applying antibiotics to
the roots, in plants cultivated in sand culture with nutrient solution, followed by minigrafting of vegetative apex
in peach seedlings. Methods of DNA extraction and Xylella fastidiosa specific primers were tested in order to
determine the most reliable PCR-based detection method. Xylella-free plants have been mantained in greenhouse
to avoid recontamination by insect vectors and are continuously monitored to verify their sanitary status. Four
years after the beginning of this program, tests indicate that the plants are still free of Xylella fastidiosa.
Index terms: leaf scald, DNA, PCR, plant propagation.

Introducao doenca da ameixeira no Brasil e dificultando a translocacdo da seiva
provoca declinio e morte de plantas. (Figura 1). Nao existe tratamento

A escaldadura-das-folhas, causa-  Esta bactéria se aloja nos vasos do  eficiente e a doenca esta disseminada
da pela bactéria Xylella fastidiosa  xilema da ameixeira, onde provoca nas regides tradicionalmente
(Wells et al., 1987), é a principal um bloqueio cronico dos mesmos, produtoras. Também néo se dispsem
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atualmente de cultivares resistentes
com boas caracteristicas para cultivo
comercial.

Os vetores responsaveis pela
transmissdo da X. fastidiosa em
pomares de ameixeira sdo cigar-
rinhas da familia Cicadellidae, que
se alimentam da seiva das plantas
(Ducroquet et al., 2001). Outro meio
de disseminacdo da bactéria é a
utilizacdo de material propagativo
contaminado que resulta na
implantacédo de pomares com mudas
contaminadas. Esta situacio é
bastante comum e tem contribuido
para a disseminacdo da doenca
especialmente em dreas anterior-
mente isentas.

O plantio de mudas isentas de
Xylella fastidiosa, além de reduzir a
disseminacdo da doenca, pode
acrescentar alguns anos de vida util
ao pomar em 4reas onde a bactéria
é endémica. O efeito benéfico do uso
de material livre desta doenca é
dificil de precisar e depende da
variedade e das condigdes locais.
Entretanto, é o principal fator de
manejo atualmente disponivel para
viabilizar economicamente o cultivo
da ameixeira.

O uso de mudas livres de Xylella
ainda é limitado, em parte pelo
desconhecimento dos produtores,
mas principalmente pela pouca
disponibilidade de mudas de quali-
dade. Em razéo disso, foi estabelecido
na Epagri/Estacdo Experimental de
Videira — EEV — um programa de
producdo de matrizes das principais
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Figura 1. (A) aspecto de planta de

ameixeira ‘Santa Rosa’ com
sintomas de escaldadura-das-folhas,
causada por Xylella fastidiosa; (B)
presenca de Xylella fastidiosa em
vasos do xilema

cultivares de ameixeira livres de
Xylella fastidiosa. Para isso, foram
feitas algumas adaptacoes das
metodologias existentes, princi-
palmente as desenvolvidas para
citros, as quais serfo descritas neste
artigo.

Este trabalho foi desenvolvido
pela necessidade de criar um sistema
rapido e seguro de limpeza de
material vegetativo de um ntdmero
grande de variedades, principal-
mente os decorrentes do programa
de melhoramento genético con-
duzido na Epagri/EEV. Com o
objetivo de facilitar a diagnose e
aumentar a sua eficiéncia, foram
testados e avaliados métodos
alternativos via PCR.

Basicamente, um programa de
obten¢do, manutencéo e distribuicédo
de material de ameixeira livre de
Xylella consiste nas seguintes etapas:

* Obtencao (limpeza) do material
vegetativo.

e Manutencdo de plantas
matrizes oriundas do processo de
limpeza em telado para evitar
recontaminacéo.

* Estabelecimento de um sistema
de diagnéstico laboratorial da pre-
senca da bactéria para monitora-
mento continuo do material.

Obtencao de material
propagativo livre de
Xylella

A eliminacdo de uma bactéria
limitada ao xilema, como a X.

fastidiosa, é teoricamente mais facil
do que de outros patégenos
endofiticos, como os virus, por
exemplo, que vivem dentro das
células do hospedeiro. Entretanto,
a termoterapia, seguida de
microenxertia de dpices, comumente
usada para virus, tem sido também
usada para limpeza de Xylella. O
tratamento térmico de estacas a
50°C também possibilitou a obtencéo
de material livre desta doenca em
ameixeira (Moraes et al., 2001).

ParausonaEpagri/EEV, montou-
se um sistema de limpeza utilizando
antibiéticos via raiz para atingir o
xilema da planta, onde a bactéria se
aloja. Em seguida os 4pices,
supostamente livres, foram
enxertados sobre plantulas de
pessegueiro. A enxertia tem sido
feita com segmentos apicais de lem
de comprimento, o que foi
considerado como minienxertia.

A etapa inicial do processo é a
obtencdo de mudas das variedades
de ameixeira a serem limpas, feitas
por enxertia de mesa com material
dormente sobre porta-enxerto de
pessegueiro. Essas mudas foram
plantadas em vasos contendo areia
lavada. Os vasos foram regados
duas vezes por semana com 1L de
solugdo nutritiva (2g/L), contendo
os antibiéticos tetraciclina e
estreptomicina, a 0,5g/L do produto
comercial Agrimicina. Quando as
brotacdes atingiram cerca de 10cm
de comprimento, foi feita a retirada
dos dpices (supostamente livres da
bactéria) para a realizacdo das
minienxertias sobre “seedlings” de
pessegueiros (Figuras 2 e 3).

A acao dos antibidticos foi
demonstrada num teste em que se
comparou a sua adi¢gdo ou nao na
solucdo nutritiva em mudas de
material sabidamente contaminado.
Com a adicdo de antibi6ticos houve
maior crescimento inicial dos
enxertos (Figura 4), indicando que a
absorcdo via raiz teve acdo sobre a
bactéria. Foi observado que a
enxertia de segmentos de dpices
maiores (cerca de 2cm) também
resultou em plantas isentas de
Xylella. Entretanto, o uso de
segmentos de caule maiores, que
facilitaria a enxertia, precisa ainda
ser melhor avaliado. Embora
teoricamente a obtencdo de material
livre da bactéria possa ser feita de
modo mais simples, o sistema de»
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Figura 2. Detalhes da realizacdo de minienxertia em ameixeira. (A)
plantas cultivadas em vasos com areia; (B) dpice vegetativo utilizado
como enxerto; (C) aspectos da minienxertia recém-feita, com revestimento
de Parafilm® para proteger contra o dessecamento

minienxertia aqui descrito passou a
ser empregado rotineiramente por
ter se mostrado eficaz em todos os
casos analisados.

Para algumas cultivares
tradicionais, foi feita a introducéo
de material livre origindrio da
Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
RS.

Manutencao de plantas
matrizes em telado

As plantas foram mantidas em
estufa com cobertura pladstica e com
tela antiafideo nas laterais, visando
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impedir a entrada de insetos vetores
(cigarrinhas) que pudessem
recontaminar o material, e em vasos
de 15 a 20L, com o objetivo de
proporcionar um bom crescimento
das plantas e, conseqiientemente,
uma boa producdo de material
propagativo (Figura 3).

Diagnose de Xylella
fastidiosa

Para a certificacdo de um
material livre de X. fastidiosa é
necessario dispor de um método de
andlise preciso, sensivel e com

baixissima margem de erro. O tipo
de erro mais preocupante é o
chamado falso negativo, em que se
conclui que o material esta livre da
bactéria quando na realidade né&o
esta. Owutras caracteristicas
desejaveis da metodologia de andlise
séo o baixo custo, de modo a permitir
0o monitoramento continuo do
material, e a reprodutibilidade dos
resultados, permitindo a analise de
diferentes partes da planta, em
diferentes épocas e por diferentes
pessoas.

A deteccdo de X. fastidiosa é
geralmente feita por métodos
sorolégicos (Elisa) ou por PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase).
Este ultimo é considerado o mais
sensivel e, por essa razdo, foram
concentrados neste método os
esforcos para definir uma
metodologia de certificagdo do
material.

Na reacdo de PCR, um segmento
de DNA é amplificado multiplas
vezes através da enzima DNA
polimerase, de modo que se torna
visivel por fluorescéncia apés
eletroforese em gel de agarose. A
reacéo é dependente da presenca de
dois segmentos de DNA de fita
simples (iniciadores ou “primers”),
que sdo o ponto de partida para a
enzima realizar a sintese da fita de
DNA complementar ao DNA molde
(da bactéria, neste caso). A
especificidade da reacéo é dada pelos
iniciadores que representam
sequéncias tnicas do genoma da
bactéria. Desta forma, a reacdo so
vai ocorrer se o DNA da bactéria
estiver presente na amostra.

Iniciadores especificos para a
Xylella ja foram desenvolvidos
(Minsavage et al., 1994; Pooler &
Hartung, 1995). Entretanto, os
melhores resultados para faci-
lidade de amplificacdo foram ob-
tidos com os iniciadores desen-
volvidos por Rodrigues et al. (2003)
(Xfas67-85; Xfas1439-1457). Tam-
bém foram satisfatérios os
iniciadores RST31 e RST33
(Minsavage et al., 1994).

O ponto mais critico para a
deteccdo de Xylella via PCR parece
ser a qualidade do DNA extraido.
Substiancias contaminantes, tais
como polifendis e polissacarideos,
podem inibir a racdo de PCR e
produzir resultados do tipo falso-
negativo. O material de ameixeira é
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rico nestes compostos, que sao
dificeis de ser eliminados no processo
de extracdo do DNA.

Os métodos de extracdo de DNA
de plantas descritos na literatura
sdo em geral variagoes do método
de Doyle & Doyle (1990), que utiliza
o detergente CTAB como extrator.
No laboratério da Epagri/EEV foram
testadas algumas variacoes do
método de extracdo, que incluem
etapas adicionais para a retirada de
contaminantes. Entretanto, nao foi
possivel chegar a um protocolo de
extracao de DNA que evitasse
totalmente os resultados falso-
negativos.

Os melhores resultados foram
obtidos com o uso de kits comerciais
de extragdo baseados na adsorgdo
de DNA em minicolunas com silica
(Plant DNeasy minikit, Quiagen).
Embora a nossa experiéncia tenha
se limitado a algumas dezenas de
amostras, todas as plantas
supostamente contaminadas a
campo que foram analisadas deram
resultados positivos. Do mesmo
modo, os materiais recebidos como
livres da bactéria foram analisados
e deram resultados negativos. Esta
metodologia passou a ser entdo
utilizada como padrao, tanto para
monitoramento das matrizes como
para diagnose de Xylella em
amostras enviadas por produtores
de ameixeira que desejavam
verificar o estado sanitdario do
material vegetativo. O uso dos kits
resulta em um acréscimo
significativo no custo de analise,
porém  implica em maior
confiabilidade dos resultados.

Um exemplo de resultado de
anadlise feita conforme a metodologia
relatada anteriormente pode ser
visto na Figura 5, onde é mostrado
um gel de agarose apés a realizacdo
de eletroforese para separacdo de
DNA em func¢do do tamanho do
segmento amplificado. Quando o
DNA da bactéria estd presente na
amostra, areacdo de PCR (“primers”:
Xfas67-85 e Xfas1439-1457) resulta
na amplificacdo de um segmento de
DNA com cerca de 1.400 pares de
bases, cuja seqiiéncia é especifica de
X. fastidiosa. Na auséncia da
bactéria, a banda de DNA
correspondente nédo aparece.
Também, nesse caso, aparece a
amplificacdo de um segmento de
DNA especifico de ameixeira (um
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Figura 3. (A) aspecto geral
de plantulas de pessegueiro
apés a minienxertia; (B)
transplantio das mudas
enxertadas para vasos de
50L para a formagdo de
plantas matrizes

marcador do tipo microssatélite) que
serve para verificar se a reacdo de
PCR ocorreu normalmente também
em amostras isentas da bactéria. A
inclusdo de iniciadores especificos
para ameixeira ajuda a identificar
casos de falso-negativos por falhas
na reacdo de PCR.

Situacao atual

Atualmente estdo sendo
mantidas plantas matrizes de 15
cultivares comerciais e 13 selecoes
avancadas do programa de

melhoramento genético de amei-
xeira da Epagri. As plantas mais
velhas ja tém quatro anos e néo foi
detectada recontaminacdo por
Xylella fastidiosa.

A metodologia estabelecida tanto
para limpeza quanto para deteccdo
da bactéria é confidavel, em fungédo
dos resultados no presente estudo.
Em atendimento aos produtores,
podera ser fornecido material
vegetativo (borbulhas) de ameixeira
isento de X. fastidiosa e realizagio
de testes de deteccdo da presenca de
X. fastidiosa.

Figura 4. Efeito da
adi¢do de
antibiéticos na
solugdo nutritiva
sobre o crescimento
inicial de mudas de

ameixeira ‘Simka’,
feitas a partir de
material
contaminado.

(A) com; (B) sem
antibidéticos
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Figura 5. Resultado de eletroforese em gel de agarose referente a teste de
deteccdo de Xylella fastidiosa via PCR em peciolos de ameixeira. As amostras
1, 2, 3 e 4, que apresentam uma banda correspondente a um segmento de
DNA de cerca de 1.400 pares de bases (pb), estdo contaminadas pela bactéria.
As demais representam resultado negativo para o teste. A banda de cerca de
180pb refere-se a uma seqiiéncia especifica de ameixeira e foi incluida como

controle
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As pesquisas da Epagri com magas permitiram reduzir em até 70% a aplicagdao de
fungicidas, diminuindo sensivelmente os riscos de contaminagdao do agricultor, do
consumidor e do meio ambiente.




