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EXCLUSIVAS DE PLANTAS COM DECLINIO DOS CITROS!
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RESUMO - O teste do acimulo de Zn no lenho e o de absorgdo de
dgua por meio de uma seringa so os testes-padrdes mais utilizados
para distinguir as drvores afetadas pelo declinio-dos-citros, de arvo-
res afetadas por outras anomalias que também causam o definhamento
das plantas citricas. Tais testes, entretanto, ddo resultados positivos
somente nos estadios avangados da doenga. O objetivo deste traba-
lho foi identificar proteinas exclusivas do declinio-dos-citros. As
plantas analisadas foram laranjeiras ‘Valéncia’ enxertadas no limo-
eiro “‘Cravo’, com e sem sintomas visiveis. Por eletrofarese foram
caracterizadas e isoladas duas protelnas (26 e 23 KD) presentes so-
mente em plantas com declinio-dos-citros, e, peta primeira vez, no
Brasil, refacionadas 3 anomalia.

IDENTIFICATION AND ISOLATION OF PROTEINS FOUND
ONLY IN PLANTS WITH CITRUS DECLINE

ABSTRACT - Measurement of Zn accumulation in the trunk wood
and the water syringe absorption test are the standard tests for diag-
nosis commonly used to distinguish the trees affected by “citrus
decline” from other anomalies that also cause degeneration of citrus
plants. However, these tests only give positive results in advanced
stages of the disease. The objective of this work was to identify
proteins present only in plants with “citrus decline”. The plants used
were ‘Valéncia’ orange trees with the ‘Rangpur lime* as rootstock
with and without visual symptoms. Two proteins were character-
ized and isolated (26 and 23 KD) through electrophoresis, which
were found only in plants with “citrus decline”. For the first time in
Brazil these proteins were linked to “citrus decline™.

O declinio-dos-citros, anormalidade de causa ainda desconhecida, é uma
das doengas que mais causa prejuizos i citricultura brasileira (Beretta, 1987),
constituindo-se em motivo de crescente preocupagio para produtores e
pesquisadores. No Brasil, s6 no Estado de S3o Paulo o declinio-dos-citros
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j& causou a morte de mais de 10 milhdes de arvores (Prates, 1988). Na
Flérida, anomalia de sintomas idénticos conhecida como blight, causa a
morte de mais de meio milhio de plantas produtivas por ano, acarretando
um prejuizo, para a industria de citros, de, aproximadamente, 60 mithdes de
délares (Marais, 1990).

Os sintomas externos do declinio-dos-citros s3o, em geral, observados
em pomares apos cinco anos de idade (Marais, 1990). No entanto, isto nio
significa que somente plantas com mais de cinco anos sejam suscetiveis a
estaanomalia. oo o

O teste do acimulo de Zn no lenho € o de absorgo de 4gua por meio de
uma seringa s%o os principais testes-padrdes de diagnéstico. Servem para
distinguir as arvores afetadas pelo blight ou pelo declinio-dos-citros de ou-
tras causas que também provocam o definhamento das plantas citricas
(Wutscher, 1989). Entretanto, estes testes ddo resultados positivos somente
quando as plantas j4 apresentaram os sintomas externos, normalmente apés
cinco anos de idade, nio permltmdo o dlagnéstlco de plantas no estédxo
incipiente da doenga. '

Como & muito provavel que o blighte o declimo-dos-c:tros sejam causa-
dos por um agente infeccioso, visto que podem ser transmitidos através da
enxertia de raizes (Lee et al., 1988), os seus diagnésticos precoces poderdo
monitorar a erradicagiio de plantas infectadas no pomar, diminuindo a quan-
tidade de in6culo na érea e, conseqﬂentemente, reduzindo o risco de disse-
minagio.

O objetivo do presente trabatho foi de 1dent1ﬁcar protefnas presentes
somente em plantas com declinio-dos-citros,

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular do Centro
Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo-CNPMS/Embrapa em Sete
Lagoas, MG.. .

Os tecidos de ramos ¢ raizes dos c:tros utilizados foram obtldos de po-
mares comerciais, situados nos municipios de Bebedouro, SP, e de Alfenas,
MG. As amostras de ramos foram coletadas de laranjeiras Citrus sinensis
(L.) Osbeck, cv. Valéncia, e as raizes de seus porta-enxertos Citrus limonia
(L.) Osbeck, cv. Cravo, que tinham aproximadamente 15 anos de idade.
Para distinguir plantas sadias das afetadas pelo déclinio-dos-citros, utili-
zou-se 0 método de injegdo de dgua com seringa no tronco, sob pressdo
(Lee et al., 1984). Coletaram-se amostras de ramos ¢ raizes com {a2Zcmde
didmetro de 15 plantas sadias, ¢ 15 plantas com declinio, .

As extragdes foram realizadas com o tampdo de extragio de proteinas
PBS (0,8% NaCl; 0,02% KH,PO,; 0,29% NaHPO,.12H,0; 0,02% KCI), .
pH 7,4, acrescido de 1% do agente redutor beta-mercaptoeténol. Em um
quitasato adaptado, e por meio de uma bomba de vicuo (15 ¢cm Hg), foram .
passados 400 pL do tamp3o PBS nos vasos lenhosos de cada amostra. Para
minimizar uma possivel degradag3o das proteinas, a extragdo foi feita com
o quitasato mantido em contato com gelo moido, € apés a extracﬁo 0 extrato
foi congelado a -20°C, e liofilizado. ~ -

A eletroforese foi feita em géis desnaturantes de pohacnlamlda e sédio-
-dodecil-sulfato (SDS-PAGE), com 6% e 12,5% de acrilamida no gel de
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concentragdo ¢ separaglo, respectivamente, e com 1,5 mm de espessura,
em sistema descontinuo (Laemmli, 1970), com o tampio de corrida
0,192 M Glicina + 0,025 M Tris + 0,1% SDS. Os géis foram submetidos a
carga elétrica de 12 mA durante a corrida no gel de concentragio, ¢, em
seguida, de 24 mA no gel de separagio. O periodo total de corrida foi de,
aproximadamente, quatro horas. A colorag3o dos géis foi feita com o corante
contendo 0,5% Comassie Blue R-250 + 50% etanol + 10% 4cido acético, e
a descoloraglo, com uma sclugdo contendo 10% Acido acético + 5% etanol,

O isolamento das proteinas acumuladas exclusivamente em plantas
doentes foi feita conforme o protocolo descrito pela IBI (Intemational
Biotechnologies, 1986/87), utilizando-se o eletroeluidor modelo
Unidirectional Electroelutor Analytical (UEA). O material submetido a
eletroeluicdo consistiu de regides do gel que continham as proteinas de in-
teresse. A eletroelui¢do unidirecional s¢ deu em tampdao de corrida através
de corrente de 125 Volts. As proteinas precipitadas em tamplo de alta
salinidade (0,075 M NH,OAc¢ + 0,01% de Azul de Bromofenol) foram
coletadas apds uma corrida por 35 min ¢ em seguida apés uma corrida por
45 min. O material recuperado foi dializado em tampao PBS (pH 7.4) du-
rante uma noite e centrifugado a 6.700 g/15 min. O sedimento contendo as
proteinas foi ressuspenso em 125 L. de tamplo PBS (pH 7,4) e armazena-
do a -20°C.

A diferenciaglio entre plantas sadias e com declinio-dos-citros pelos seus
perfis protéicos pode ser observada na Fig. 1.

Os resultados indicam trés bandas protéicas de pesos moleculares, de
aproximadamente, 43, 31 e 21,5 kD, presentes nos extratos dos vasos
lenhosos de rafzes de plantas sadias (colunas 2 a 4) e cinco bandas protéicas
de 43, 31, 26, 23 e 21,5 kD no extrato de plantas com declinio-dos-citros
(colunas 5 ¢ 6). As proteinas de peso molecular de 26 € 23 kD foram obser-
vadas somente em plantas doentes,

Estes resultados diferem dos obtidos por Derrick et al, (1990), os quais,
trabalhando com blight, identificaram sete proteinas no extrato de plantas
doentes (43, 35, 31, 26, 23, 18 ¢ 15 kD) e trés proteinas no extrato de plan-

.tas sadias (43, 31 e 26 kD). As quatro protelnas a mais associadas ao blight
¢ que nio foram observadas nas plantas com declinio-dos-citros possuem
pesos moleculares de 35, 23, 18 ¢ 15 kD. Segundo os mesmos autores, as
concentragdes das proteinas 18 e 15 kD so bastante varidveis. A banda que-
se encontra nas colunas 5 e 6 (Fig. 1), proxima 4 lactalbumina (14,2 kD),
corresponde possivelmente a proteina de 15 kD, presente nos extratos de
plantas com blight,

Umamelhor separacioe detecqﬂo das proteinas de baixo peso molecular

- poderia ser obtida utilizando maior concentragio de acrilamida no gel de

separaglo. Observa-se que entre as protefnas exclusivas de plantas com
declinio-dos-citros (26 ¢ 23 kD) que nio aparecem em tecidos sadios, so-
mente a proteina 23 kD ¢ considerada uma das exclusivas do blight (pro-
tefnas de 35, 23, 18 ¢ 15 kD). Uma possivel razdo para esta diferenga pode-
ria estar relacionada as variagdes genotipicas entre as espécies dos porta-
-enxertos investigados. No presente estudo, foram utilizadas rafzes do
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limoeiro ‘Cravo’, enquanto no caso do blight (Derrick et al., 1990), as pro-
tefnas foram extrafdas do limoeiro ‘Rugoso’, -

As protefnas 26 ¢ 23 kD foram identificadas em todas as amostras anali-
sadas de raizes de plantas com sintomas visuais do declinio-dos-citros,
independentemente do local amostrado, e em sete amostras de raizes de
plantas consideradas, a principio, como sadias. Este resultado indica que
estas plantas consideradas como sadias poderiam estar no inicio do desen-
volvimento da doenga, embora nflo apresentassem os sintomas externos
caracteristicos e redugio na absorgio e transporte de 4gua nos vasos condu-
tores, ou scja a presenga destas proteinas pode ser considerada como um
dos primeiros indicios da presenga da doenga.

Tentativas de diferenciar plantas sadias e doentes através das proteinas :
presentes nos vasos lenhosos de ramos nio tiveram éxito, como & mostrado
na Fig. 2. Observa-se que n3o hd presenga de proteinas especificas do
declinio-dos-citros no extrato de caule de plantas doentes, dados que con-
firmam, em parte, os obtidos por Derrick et al. (1990), que algumas vezes
ndo detectaram proteinas especificas do blight em amostras do caule. A
falha na detecgfo destas macromoléculas d4 a idéia de que, se o declinio
dos citros e o blight forem causados por um patdgeno, ele se encontra em
concentragio extremamente baixa no caule ¢ em maior concentragiio nas
rafzes.

Perfis protéicos das amostras de rafzes de plantas sadias e doentes pro-
venientes dos municipios de Bebedouro, SP e Alfenas, MG mostram que
nlo hé diferenga entre as plantas sadias e com declinio-dos-citros dos dois
locais quando comparadas entre si. O definhamento das plantas citricas nos
dois locais se deve, provavelmente, 4 mesma anomalia, e sua expressdo em
relaglo as proteinas n3o ¢ influenciada pelos fatores ambientais.

As proteinas de 26 € 23 kD, presentes nos extratos dos vasos lenhosos de
raizes, e que sio exclusivas de plantas com declinio-dos-citros, foram, pos-
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FIG. 1. Gel de poliacrilamida 12,5%, com proteinas dos vasos lennosos de
rafzes de trés plantas sadias (colunas 2 a 4), e duas com declinio dos
citros (colunas 5 e 6), cujos pesos moleculares encontram-se i esquer-
da; colunas 1 e 7 contém os marcadores moleculares & direita.
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FIG. 2. Gel de poliacrilamida 12,5%, com proteinas dos vasos lenhosos de ra-
mos de duas plantas sadias (colunas 2 ¢ 3) ¢ duas com declinio dos
¢citros (colunas 4 e 5). Colunas 1 e 6 contém marcadores moleculares A
direita,

teriormente, isoladas, e estdo sendo utilizadas na produgio de anticorpos
especificos que poderio permitir, por meio de técnicas lmunoléglcas fazer
a diagnose precoce e precisa da anomalia.
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