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RESPOSTAS DE CITRANDARINS (Poncirus trifoliata x TANGERINA SUNKI) A
INFECCAO POR ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’

RESUMO - Atualmente uma das mais importantes doencas que acometem
plantas de citros em todo o mundo, inclusive no Brasil, ¢ o Huanglongbing (HLB), o
qual apresenta como agente causal a bactéria Gram-negativa 'Candidatus
Liberibacter asiaticus' de ocorréncia restrita aos vasos crivados do floema da planta
hospedeira e ao inseto vetor, Diaphorina citri. Apesar da ampla susceptibilidade, a
multiplicacdo de CLas € uma caracteristica contrastante entre as espécies de Citrus.
O Poncirus trifoliata e alguns de seus hibridos tém-se mostrado como possivel fonte
de tolerancia a bactéria, além de que estes gendtipos tém ganhado uma importancia
crescente como porta-enxertos citricos devido as qualidades que conferem aos frutos.
Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo desafiar, sob continua exposicao a
ClLas, 14 gendtipos de citrandarins (hibridos de Citrus sunki x P. trifoliata) que
apresentaram resultados negativos para infeccdo natural com CLas. Um segundo
objetivo foi estudar o efeito de CLas em um gendétipo de citrandarin quando usado
como porta-enxerto e interenxerto para a laranjeira ‘Valéncia’ infectada com CLas.
Para tanto, dois experimentos foram conduzidos sob condi¢des de casa de vegetagao.
No experimento |, as gemas (borbulhas) desses hibridos foram sobre-enxertadas na
copa de plantas de laranjeira ‘Valéncia’ com alto titulo de CLas. A deteccdo e
guantificacdo foram realizadas a partir de amostras de DNA total extraido dos peciolos
das folhas seguindo-se do PCR quantitativo em tempo real (QPCR) para deteccao e
guantificacdo do patégeno. Também foi quantificado amido e calose. Aos 360 dias de
infeccdo, houve reducdo no numero de plantas infectadas por CLas, chegando a
auséncia completa de infeccdo para o genétipo H106 em todas as repeticbes
analisadas. Além disso, baixas concentra¢fes de amido (17 mg/g de tecido) e menor
formacédo de calose (8 unidades de fluorescéncia/mm?) foram observadas neste
hibrido. No experimento Il, o citrandarin H222, pré-selecionado em trabalhos
anteriores, foi utilizado como porta-enxerto e interenxerto para a laranja ‘Valéncia’,
inoculada com CLas via enxertia de tecido infectado. A detec¢ao e quantificagdo foram
realizadas a partir de amostras de DNA total extraido dos peciolos das folhas e das
raizes. Quantificou-se o volume, diametro, peso seco e umido do sistema radicular de
plantas infectadas e controle dos tratamentos. Os resultados mostraram que o
citrandarin H222 apresentou auséncia de infeccédo por CLas no sistema radicular em
trés das quatro repeticbes. Além disso, andlise utilizando a técnica multivariada,
considerando as diferentes varidveis analisadas (diametro do caule acima do solo,
volume e peso das raizes e taxa de infec¢do por CLas) das plantas inoculadas e néo
inoculadas, possibilitou o agrupamento do H222 no mesmo grupo dos resultados
obtidos para as plantas ndo inoculadas. As plantas inoculadas tendo o citrumelo
Swingle como porta-enxerto assim como aquelas com os interenxertos do H222 com
5 e 30 cm agruparam-se em um outro cluster. O porta-enxerto H222 apresentou
desempenho superior ao do citrumelo Swingle quanto ao desenvolvimento do sistema
radicular, podendo ser, inclusive, comparado ao desenvolvimento do sistema radicular
das plantas ndo inoculadas. No entanto, os interenxertos com este genotipo nao
trouxeram ganhos as plantas, sendo até deletérios.

Palavras-chave: Genética, Huanglongbing, Porta-enxerto, Resisténcia a doencas
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RESPONSES OF CITRANDARINS (Poncirus trifoliata x TANGERINE SUNKI) TO
INFECTION BY ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’

ABSTRACT - Currently, Huanglongbing has been considered one of the most
important diseases that affects citrus plants worldwide, including Brazil. The causal
agent is the Gram-negative bacterium 'Candidatus Liberibacter asiaticus', which
occurs restricted to the phloem vessels of the host plant. Diaphorina citri is the insect
vector associated with HLB disease. Despite the wide susceptibility, CLas
multiplication is a contrasting characteristic among Citrus species. For example,
Poncirus trifoliata and some of its hybrids have been shown to be a possible source of
tolerance to the bacteria. In addition, these genotypes have presented a great
importance when used as citrus rootstocks, due to the qualities they confer to the fruits.
In this context, the present work aimed to challenge, under continuous exposure to
ClLas, 14 citrandarins genotypes (P. trifoliata x Citrus sunki) that showed negative
results for natural CLas infection. Therefore, the study also investigated the effect of
CLas on one of these genotype when used as a rootstock and intergraft for the CLas-
infected ‘Valéncia’ orange tree. For that, two experiments were carried out under
greenhouse conditions. In experiment |, the buds of the hybrids were overgrafted on
the canopy of ‘Valéncia’ orange plants with high CLas titer. CLas detection and
guantification were performed using total DNA samples extracted from the leaf
petioles, followed by quantitative PCR (QPCR). The quantification of starch and the
presence of callose was also evaluated. The results indicated, at 360 days of infection,
there was a decrease in the number of CLas infected plants, since the complete
absence of infection for the H106 genotype in all replicates analyzed was observed.
Furthermore, low starch concentrations (17 mg/g tissue) and lower callose deposition
(8 fluorescence units/mm2) were observed in H106 hybrids. In experiment Il, the
citrandarin H222, which was pre-selected in previous studies, was used as rootstock
and intergraft for ‘Valéncia’ orange,CLas inoculations were performed via grafting of
infected tissue. Detection and quantification were performed using samples of total
DNA extracted from the petioles of leaves and roots. The volume, diameter, dry and
wet weight of the root system of infected plants and control treatments were quantified.
The results showed it was not possible to detect CLas in the roots of the plants graft
onto H222, this fact occurred in within three to four biological repetitions. The
multivariate hierarchical analysis (Ward statistic) considering the mean variables of
above-ground stem diameter, root volume and weight, and CLas infection rate,
analyzed jointly, grouped H222 in the same group of the uninoculated plants. Plants
inoculated, which had Swingle citrumelo as rootstock, and those with 5 and 30 cm
H222 intergrafts clustered in another cluster. Therefore, based on the set of variables
analyzed, it is concluded that the H222 rootstock, even with the scion infected with
ClLas, was not significantly affected, on this basis considered similar with the non-
inoculated plants. So, we concluded that H222 rootstock presented superior
performance when compared to the citrumelo Swingle regarding the development of
the root system. However, intergrafts with this genotype did not bring gains to the
plants, being even deleterious.

Keywords: Genetics, Huanglongbing, Rootstock, Disease resistance



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil responde por mais de 75% das exportacdes mundiais de
suco de laranja (Conab, 2020). Os maiores importadores do suco brasileiro na forma
de suco concentrado congelado (FCOJ — frozen concentrate orange juice) e suco
integral pasteurizado e resfriado (NFC — not from concentrate) sao a Europa, Estados
Unidos e Asia (Asato, 2018).

Apesar de extremamente competitiva, a citricultura brasileira apresenta uma
série de problemas de origem bibtica, dentre elas o Huanglongbing (HLB),
considerada uma das doencas citricas mais importantes em todo o mundo, causadora
de enormes prejuizos na produgao comercial, onde quer que a doenca ocorra (Dagulo
et al., 2010).

Segundo o Fundo de Defesa da Citricultura - Fundecitrus (2021), a safra de
laranja 2020/21 do cintur&o citricola de S&o Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro foi
finalizada em 268,63 milhdes de caixas de 40,8 kg. Apresentando uma reducao de
30,55% do produzido no ciclo 2019/20. Essa reducdo € atribuida ao clima
extremamente adverso ao longo da safra. Entretanto, a presenca de doencas, dentre
estas o HLB, € um dos motivos impactantes para a queda da producédo. A incidéncia
de HLB no ano de 2021 alcangou o maior patamar, com crescimento de 7,2% em
relacdo ao ano de 2020, estando presente em 22,37% das laranjeiras do cinturdo
citricola de S&o Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro (Fundecitrus, 2021; Citrusbr,
2021).

Dentre as variedades comerciais de laranja doce a ‘Valéncia’ apresenta grande
importancia econémica, devido a alta qualidade dos frutos e a produtividade. Os frutos
podem ser destinados tanto ao mercado interno como ao externo, atendendo ao
processamento industrial e ao consumo de fruta fresca. Mas, assim como as demais
variedades comerciais, € susceptivel a bactéria associada ao HLB e é severamente
afetada pela doenca (Tazima et al.,, 2008). Estudos que possibilitem melhores
respostas da planta citrica ao processo de infec¢do por CLas e que venham a somar
ganhos ao manejo do HLB hoje em curso sdo importantes para a sustentabilidade da
producao de frutos de citros.
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Os sintomas de HLB sdo associados as percepcdes visuais das respostas
fisiologicas das plantas afetadas (Coletta-Filho e Carlos, 2010). Apresentam
mosqueado irregular nas folhas, frutas deformadas, sementes abortadas, queda de
folhas e frutos, podendo até levar a morte da planta (da Graca, 1991).
Fisiologicamente ocorrem danos no sistema fotossintético e no floema,
desencadeando inimeras alteracdes citologicas como acumulo de amido nas folhas
e deposicéo de calos (calose) nas placas crivadas, levando a danos na funcionalidade
do floema (Aritua et al., 2013; Etxeberria et al., 2009; Fan et al., 2010; Kim et al., 2009;
Koh et al., 2012).

Ainda que ndo haja relatos na literatura a respeito da existéncia de gendtipos
comerciais completamente resistentes a ClLas, trabalhos publicados tém mostrado
que a multiplicacdo desta bactéria € uma caracteristica contrastante dentro das
espécies de Citrus (Machado et al., 2010; Alves et al., 2021). Dentre os gendtipos de
maior tolerancia, destacam-se o Poncirus trifoliata e selecfes de hibridos desta
espécie com tangerinas (Citrus sunki - tangerina Sunki ou Citrus resnhi - tangerina
Cleopatra) os quais tém apresentado baixa incidéncia de HLB no campo (Castle et al.,
2015). Também variedades comerciais de citros enxertadas no porta-enxerto US-897
(C. reticulata x P. trifoliata) apresentaram tolerancia em ambientes com incidéncia da
doenca na Flérida (Albrecht e Bowman, 2011). O grupo de pesquisa do Centro de
Citricultura tem trabalhado com sele¢des de citrandarins derivadas do cruzamento de
tangerina Sunki com P. trifoliata com resultados muito promissores quanto a

resisténcia ou tolerancia ao HLB (Boava et al., 2015 e 2017; Curtolo et al., 2020).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HLB: agente associado, distribuicdo e hipoteses de patogenicidade

A nomenclatura de bactérias ndo cultivaveis em meio de cultura e, portanto,
nao descritas em suficientes detalhes para estabelecimento de um novo taxon é
precedida pela palavra escrita em itdlico Candidatus (Murray e Schleifer, 1994).
Grafias com aspas simples, duplas ou sem aspas referindo-se a Candidatus sao

encontradas na literatura demonstrando falta de consenso na comunidade cientifica
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frente ao assunto (Pallen et al., 2021). Ainda, a utilizacdo de nomenclatura sem o
prefixo Candidatus para as trés espécies de Liberibacter associadas ao HLB;
Candidatus Liberibacter americanus (Teixeira et al., 2005), Candidatus Liberibacter
asiaticus (Jagoueix et al., 1996) e Candidatus Liberibacter africanus (Jagoueix et al.,
1996) foi recentemente sugerida por Oren e colaboradores (Oren et al., 2020) sendo
entdo Liberibacter americanus, Liberibacter asiaticus e Liberibacter africanus. Ainda
que o cultivo de Liberibacter associado ao HLB n&o tenha sido completamente
estabelecido (Davis et al., 2008), avancos significativos foram obtidos (Ha et al., 2019),
porém ainda nao suficientes para uma caracterizacao detalhada de um novo taxon.
Neste trabalho iremos utilizar a denominacdo 'Candidatus Liberibacter asiaticus'
(CLas) segundo recomendacao da International Code of Nomenclature of Prokaryotes
(ICNP) (Oren, 2021).

O HLB esta associado a bactérias Gram-negativas Candidatus Liberibacter
spp. (Garnier et al., 1984), de ocorréncia restrita aos vasos crivados do floema. Essa
bactéria distribui-se irregularmente na planta citrica, porém de modo sistémico
podendo ser encontrada nas nervuras centrais de folhas, raizes, tecidos florais
(pétalas, pistilos e estames), cascas e tecidos do fruto (Tatineni et al., 2008). Das trés
espécies de Liberibacter citadas acima, a asiatica (‘Ca. Liberibacter asiaticus' - CLas)
€ a mais prevalente em nivel mundial, assim como nos estados brasileiros onde o HLB
esta oficialmente reportado (Sao Paulo, Minas Gerias, Parana e Mato Grosso do Sul),
sendo, portanto, a espécie de Liberibacter de maior importancia. Em adicéo, é a
espécie de maior adaptabilidade as condices ambientais (Gasparoto et al., 2012) e
de maior eficiéncia na transmissao pelos vetores (Lopes et al., 2009).

CLas pode ser disseminada de duas formas: propagacéo de tecidos de citros
infectados e transmisséo natural pelo psilideo (Diaphorina citri), inseto vetor (Bové,
2006). Os sintomas visuais incluem clorose (mosqueado) assimétrico nas folhas,
sementes abortadas, frutos pequenos e deformados, queda de frutos e folhas, e baixa

qualidade do fruto e do suco (Brlansky et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas tipicos de HLB. A. Mosqueamento foliar (blotchy mottle), B.
Declinio da copa - queda de folhas e frutos, C. Columela assimétrica e semente
abortada (inferior) comparado a fruto sadio (superior).

A entendimento de como ocorre a distribuicdo de CLas na planta, a relacédo da
concentracdo da bactéria e a sintomatologia da doenca sao fatores importantes para
o desenvolvimento de estratégias de controles adequados da doenca (Wang et al.,
2017). Estudos comprovam que CLas se move através dos poros presentes nas
placas crivadas do floema em derivo a forma alongada da bactéria (Achor et al., 2020).
A infeccdo ocorre na direcdo da translocacao da seiva do floema, movendo-se de
fontes da infeccao para tecidos drenos, como, por exemplo, as raizes (Wang et al.,
2017). Por muito tempo, a infeccéo da raiz por CLas foi ignorada tal como a morte do
sistema radicular devido a obstrucdo do floema, impedindo a translocacdo de
fotossintatos, considerada como um sintoma secundario (Maust et al., 2003; Bertaccini
e Duduk, 2009; Etxeberria et al., 2009). Por outro lado, a literatura aponta que as
raizes sdo danificadas pela colonizacdo da bactéria nesses érgados, mesmo antes do
desenvolvimento de sintomas foliares visiveis ndo estando, portanto, somente
associada a obstrucdo do floema (Johnson et al., 2013).

O declinio das plantas ap6s a infec¢do por CLas € atribuido a uma série de
distarbios metabdlicos, como ruptura drastica na alocacao de carboidratos, colapso
do floema, e desintegracdo do sistema radicular (Brodersen et al., 2014). Apés a
infeccdo por CLas, o amido se acumula em praticamente todas as ceélulas vivas da
planta, incluindo as placas crivadas do floema, células epidérmicas da folha e
feloderme. Acredita-se que o sequestro de carboidratos na forma de amido resulta na
reducéo da quantidade de fotoassimilados nos tecidos drenos como raizes, 6rgaos de

armazenamentos, frutos em desenvolvimento e folhas imaturas, 0s quais importam
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carboidratos para o seu desenvolvimento normal, podendo gerar até a morte da
planta. Os drenos incluem o6rgdos ndo fotossintéticos da planta e aqueles que
produzem uma quantidade de fotoassimilados insuficiente para o seu crescimento
(Pitino et al.,2018; Zheng et al., 2018). As perdas de raizes em plantas susceptiveis
ao HLB sé&o substanciais chegando entre 30 a 50% no inicio do processo da doenca
mesmo antes dos sintomas foliares visiveis e atingindo até 80% nos estagios de
infeccdo mais avancada (Graham et al., 2013).

Mesmo que nos citros ndo exista resisténcia a CLas e aos sintomas de HLB,
diferentes graus de susceptibilidade foram observados (Machado et al., 2010). Um
dos possiveis mecanismos que podem estar associados a diferenca de
susceptibilidade da planta citrica ao HLB € a composi¢ao da seiva do floema. A seiva
liberiana € uma mistura complexa de substancias organicas e inorganicas sendo rica
em nutrientes, servindo assim como fonte de alimento para muitos insetos sugadores
como psilideos e cigarrinhas, além de possibilitar a multiplicacdo de bactérias como
ClLas (Hijaz e Killiny, 2014). Através de andlise comparativa da seiva de espécies e
variedades citricas com diferentes graus de tolerancia ao HLB, foi possivel comprovar
a existéncia de diversidade e/ou quantidades diferentes de nutrientes existentes na
seiva destes materiais, podendo estar associada as repostas diferenciais a doenca
(Killiny, 2016; Valim e Killiny, 2017). Varios estudos a nivel transcricional visando a
selecdo de genes-alvo a serem utilizados pela engenharia genética como estratégia
para neutralizar e/ou controlar os efeitos prejudiciais do HLB em citros foram
realizados (Mafra et al., 2013; Pitino et al., 2018; Nwugo et al., 2013). Pesquisas
mostram que a tolerancia esta associada a expressao constitutivamente mais elevada
de genes relacionados com a defesa ou outros, em vez de uma expressao induzida

em resposta a infeccéo bacteriana (Albrecht e Bowman, 2012).

2.2. Fontes de resisténcia ao HLB

N&o existem formas efetivas de controle de CLas e consequentemente da
doenca, sendo que o manejo do HLB ainda se da através dos principios de; i. exclusdo
- uso de material de propagacao (mudas) sadias na implantacdo do pomar, ii. reducéo

do patogeno - remocao da fonte de inoculo, e iii. protecdo como foco controle do vetor
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(psilideos) através do uso de inseticidas ou agentes biolégicos (Bassanezi et al.,
2020).

Estudos de monitoramento da populacdo bacteriana por PCR quantitativo
(gPCR) possibilitaram constatar resposta diferencial em relagdo a multiplicacdo de
CLas em gendtipos de citros e géneros afins (Machado et al., 2010). De acordo com
Boscariol-Camargo et al. (2010), apesar da multiplicacdo da bactéria estar presente
entre as espécies de citros e géneros proximos, algumas apresentaram baixa
multiplicacdo de CLas, sugerindo assim uma tolerancia a bactéria como ocorreu para
Poncirus trifoliata, lima da Pérsia (Citrus limettioides) e Atalantia missionis. Analises
de quantificacdo de CLas por meio de PCR quantitativo em tempo real (qPCR)
mostraram valores de Cr ("threshold cycle") obtidos para estes genétipos ao redor de
30,35 indicando um baixo titulo de CLas comparado aos gendtipos susceptiveis, cuja
média para o valor de Cr esteve ao redor de 25,42. A estes Ultimos, os autores
também incluiram Eremolemon coachella, Microcitrus spp, Micromellum tephrocarpa,
Merope spp., todos pertencentes a géneros distintos de citros, porém pertencentes a
tribo Citreae.

Com o surgimento e expansao do HLB, novas estratégias de producdo estédo
sendo avaliadas para a citricultura. No Brasil, e em outros paises produtores de citros
afetados pela doenca, os porta-enxertos ndo eram inicialmente parte da discussao
relacionada com os estudos de HLB, mas isso tem mudado, sobretudo tendo em conta
evidéncias de que plantas citricas em diversos porta-enxertos podem diferir na
incidéncia ou na tolerancia a doenca (Stover et al., 2016). A partir de estudos do
programa de melhoramento de porta-enxertos conduzidos no Centro de Citricultura
Sylvio Moreira/IAC, alguns citrandarins foram selecionados como potenciais
variedades para porta-enxertos, por induzirem boa produtividade a variedade copa,
compatibilidade com a variedade copa laranja Pera e tolerancia a seca comparavel a
do limao Cravo (C. limonia Tanaka). Os citrandarins selecionados também conferiram
a variedade copa laranja Pera diferentes portes de planta, alguns podendo ser
considerados como ananicantes, assim como melhor propriedade organoléptica aos
frutos (Blumer e Pompeu Junior, 2005; Cristofani-Yaly et al., 2007; Schinor et al.,
2013).
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Neste contexto, o P. trifoliata e seus hibridos tém chamado atencéo. Selecdes
de hibridos de P. trifoliata com tangerinas tém apresentado baixa incidéncia de HLB
no campo (Castle et al., 2015). Um estudo identificou o hibrido de trifoliata US-897 (C.
reticulata x P. trifoliata) como tolerante ao HLB (Albrecht e Bowman, 2011). As plantas
de US-897 estabelecidas no campo e naturalmente infectadas, bem como as plantulas
estabelecidas em estufa e enxertadas com borbulhas infectadas, exibiram um
desempenho superior em resposta a infeccdo por CLas em comparacdo com
genotipos mais suscetiveis. Segundo os autores, provavelmente, a tolerancia néo esta
relacionada a menor infestacao com psilideo ou pela menor preferéncia alimentar dos
insetos, mas possivelmente foi conferida por alguma propriedade relacionada ao
genitor Trifoliata.

Em um estudo sobre patossistema HLB realizado pelo grupo de melhoramento
de citros do Centro de Citricultura Sylvio Moreira (IAC), foram verificadas diferencas
na multiplicacdo de CLas tanto nos genitores quanto na progénie de citrandarins
(Marengo, 2009; Boava et al., 2015). De um total de 275 citrandarins enxertados em
lim&o Cravo (C. limonia Osbeck) e mantidos em campo sob alta pressao de indculo,
em apenas 14% destes constatou-se a presenca de CLas por gPCR (Boava et al.,
2015). Peciolos e folhas de alguns dos gendtipos de citrandarins foram examinados
por microscopia e analise enzimatica. Verificou-se diferenca na quantificacdo de
calose e acumulo de amido como resposta de diferentes gendétipos a infeccédo (Boava
et al.,, 2017). Dessa forma, os resultados indicam que os gendtipos reagem
diferentemente a infeccéo pela bactéria. Sendo assim, os hibridos mais promissores,
isto é, aqueles que ndo apresentaram resultados positivos para CLas ou que nao
acumularam amido nas folhas, estdo sendo fonte de estudo para compreender 0s
provaveis mecanismos de defesa relacionados a tolerancia do P. trifoliata. E
desconhecido se tais materiais podem conferir a variedade copa enxertada sobre eles
um menor efeito do HLB, porém é uma estratégia a ser somada ao complexo manejo
do HLB.

Além da potencialidade de ganhos do manejo do HLB com o uso de porta-
enxertos de maior tolerancia ou resisténcia a ClLas, 0 uso destes materiais como
interenxertos merece atencdo da pesquisa. O interenxerto, ou filtro, consiste no uso

de uma terceira cultivar entre o porta-enxerto e a cultivar-copa. A principal funcéo da
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interenxertia é evitar qualquer incompatibilidade entre o porta-enxerto e a copa,
permitindo o desenvolvimento da planta. O interenxerto também pode reduzir o vigor
da parte aérea das plantas. Em citros, esta técnica vem sendo usada mais como uma
ferramenta para superar efeitos adversos de incompatibilidade copa/porta-enxerto.
Pelo nosso conhecimento, um dnico trabalho foi publicado usando interenxertia com
objetivo de minimizar o efeito do HLB, porém usando interacbes entre gendtipos
suscetiveis, C. aurantium e C. aurantifolia (Shokrollah et al., 2011). Caracteristicas
como aumento na qualidade, precocidade e producao de frutos tém sido observadas
usando interenxertia em citros. Bitters et al. (1981a e 1981b), analisaram o efeito da
interenxertia em copa de laranja “Valencia” e porta-enxertos de tangerina ‘Cleopatra’
e citrange ‘Troyer’, e observaram que filtros de ‘Troyer’ com 15 cm, resultaram em
plantas mais produtivas, enquanto inser¢gées mais altas dos filtros com 30 cm e 40cm
resultaram em menores producdo, sendo esta caracteristica correlacionada ao
interenxerto. Sampaio (1993), realizou um trabalho utilizando interenxerto de P.
trifoliata a 5, 10 e 20cm de extensao, e variacdes nas alturas de enxertia (15-25-35
cm) para a combinagéo laranjeira Valencia sobre Limao-cravo, as variagdes nas
extensdes dos filtros e nas alturas de enxertia ndo afetaram o desenvolvimento e
as producdes das plantas. A variacdo entre esses dois trabalhos é explicada pela
pequena variacdo nos tamanhos dos filtros (5-10-20 cm), assim como na altura
maxima empregada (Sampaio,1993). Bitters e colaboradores trabalharam em niveis
bem superiores, detectando diferenga entre os tratamentos.

3. HIPOTESE E OBJETIVOS

Em estudos prévios, conduzidos sob condicbes de campo, 250 gendtipos
foram avaliados quanto ao comportamento em relacdo ao HLB determinando-se a
presenca da bactéria através de qPCR. Alguns hibridos se destacaram, pois em
nenhuma das trés repeticbes avaliadas foi constatada a presenca de CLas nas

plantas apds 12 anos de experimentacéo (Boava et al., 2015 e 2017).

Apoiados nas evidéncias apresentadas por Boava e colaboradores acima, a
hipétese deste trabalho é que existem gendtipos de citrandarins com resisténcia a

CLas e que esta caracteristica proporciona menor dano ao sistema radicular do porta-
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enxerto quando a variedade copa € infectada pela bactéria. Esta hipotese sera testada
em dois experimentos independentes, descritos nos capitulos 2 e 3.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo desafiar, em condigbes de
casa de vegetacdo, 14 genotipos de citrandarins que apresentaram informacdes
prévias de resisténcia a ClLas (auséncia de multiplicacdo) obtidas em condicfes de
campo. Um outro objetivo foi avaliar a ocorréncia de danos ao sistema radicular de
um genoétipo de citrandarin estando este como porta-enxerto da variedade copa
‘Valéncia’ infectada por CLas. Portanto, dois experimentos foram conduzidos. No
experimento I, foi avaliada a colonizacdo da bactéria em citrandarins sobrenxertados
em plantas de laranjeira ‘Valéncia’' infectadas com CLas. No experimento II, um dos
citrandarins pré-selecionados, o TSxPT H222, foi utilizado como porta-enxerto e
interenxerto, com dois tamanhos (5 e 30 cm), para a laranjeira ‘Valéncia’. Além de
apresentar auséncia de infec¢do natural por CLas (Boava et al., 2015 e 2017) esse
hibrido demonstrou caracteristicas agronémicas de interesse estando sob a variedade
Pera, tais como maior resisténcia a seca, boa produtividade e qualidade da fruta
(Cristofani-yaly et al., 2007; Schinor et al., 2013).
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CAPITULO 2 - No persistent infection by Candidatus Liberibacter asiaticus in

citrandarin genotypes exposed to a high titer of the pathogen?

Highlights
Decrease of infection rate of Candidatus Liberibacter asiaticus in citrandarins

ABSTRACT

Huanglongbing (HLB) is currently one of the most important diseases in citrus plants
worldwide. Resistance against its causal agent, Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas), in commercial Citrus species within the subtribe Citrinae is a challenge, even
though the multiplication of CLas differs among Citrus species. For this paper, we
selected 14 citrandarin hybrids obtained from crosses involving the parents Sunki
mandarin and Poncirus trifoliata and tested them for CLas infection and disease
effects. These selected hybrids were considered potentially resistant to CLas, as
demonstrated in 12 years of experimentation under natural infection conditions or
challenge by grafting infected buds. In the greenhouse, budwoods of these hybrids
were top grafted onto the canopy of potted “Valencia” sweet orange plants with high
ClLas titers. The results obtained showed that all the tested plants could be infected by
ClLas in a specific period of time, but the hybrid H106 showed complete inhibition of
the systemic colonization of CLas bacteria in all analyzed replicates at 360 days after
grafting. Additionally, minor accumulation of starch and callose deposition was
observed for this hybrid. There was a quantitative response to infection by CLas,
including differences in starch and callose accumulation among the different tested

citrandarin genotypes.

Keywords: Huanglongbing, citrus rootstock, disease resistance

! Este capitulo corresponde ao manuscrito submetido ao periédico Crop Protection (IF
2.57; Qualis A2 - 2021).
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1. INTRODUCTION

Huanglongbing (HLB) has been considered one of the most important diseases
occurring in citrus plants worldwide, causing severe losses in commercial production
wherever the disease occurs (Dagulo et al., 2010). The Gram-negative bacterium
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), which is restricted to phloem vessels in the
host plant, as well as the vector insect Diaphorina citri, is the main pathogen associated
with HLB (Bové, 2006). HLB symptoms include leaf chlorosis (mottled) along the leaf
blade, small and deformed fruits, fruit drop, aborted seeds and bitter juice (Brlansky et
al., 2010). The decline of plants after infection by CLas is attributed to a series of
physiological, cellular, and molecular disorders, such as phloem collapse,
disintegration of the root system and drastic disruption in the translocation of
carbohydrates (Achor et al., 2010). Starch accumulation on leaves and callose
deposition in the phloem are well accepted and deleterious physiological effects of
CLas infection in susceptible genotypes (Fan et al., 2012; Koh et al., 2012) that
negatively affect the carbohydrate distribution for sink tissues such as roots or novel
vegetative flushes (Johnson et al., 2013).

The management of HLB comprises the exclusion of pathogens by the use of
healthy citrus plants for planting, eradication of inoculum sources by uprooting infected
plants and protection by spraying for the vector (Belasque et al., 2010). Even though
this strategy is technically well supported, adoption by growers has decreased over
time, probably for economic reasons. Integrated strategies have been discussed for
the management of HLB, including the use of less susceptible varieties, such as those
used as rootstocks (Stover et al., 2016; Munir et al., 2018).

No CLas-resistant commercial citrus genotypes (canopy and rootstocks) have
been reported in the literature thus far. However, published works have shown that the
multiplication of CLas differs across Citrus species belonging to the Citrea tribe
(Machado et al., 2010; Alves et al., 2021). Poncirus trifoliata and some of its hybrids
have been shown to be a possible source of tolerance or resistance to the bacteria
(Albrecht and Bowman, 2011; Boava et al., 2017; Curtolo et al., 2020). In addition,
some hybrids of P. trifoliata used as citrus rootstocks can increase the quality of fruits

produced in the canopy by improving the total soluble solids content and contributing
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to plant size, thus attracting the attention of several researchers worldwide (Cristofani-
Yaly et al., 2007; Pompeu Junior and Blumer, 2014; Liu et al., 2015).

Previous studies conducted by our research group showed differences in the
multiplication of CLas in the progeny of citrandarins, hybrids of P. trifoliata and Sunki
mandarin [Citrus sunki (Hayata) hort. ex Tanaka], as well as the parents (Curtolo et al.,
2020; Marengo, 2009; Boava et al., 2015). Field experiments in areas with CLas
inoculum pressure using 275 citrandarin genotypes grafted as canopies on Rangpur
lime (C. limonia Osbeck) showed that some genotypes were not infected by the
pathogen by natural transmission, as determined by real-time quantitative PCR-gPCR
(Boava et al., 2015), where the failure of inoculation by the vectors could not be
excluded. Later, some hybrids selected based on the absence of CLas detection were
challenged with CLas via infected buds, with very interesting results regarding the
absence of any bacteria being detected even 12 months after grafting (Boava et al.,
2017; Curtolo et al., 2020). In addition to differences in the infection rate and CLas titer,
the authors also showed differences in the accumulation of starch and callose
deposition among the genotypes, indicating differential responses of the genotypes to
ClLas infection. Despite the evidence of resistance against CLas, the transmission of
bacteria by grafting vegetative material taken from HLB-diseased plants still varies
based on the irregular distribution of bacteria in the HLB-diseased plants used as
source plants (Hilf et al., 2016; Lopes et al., 2017).

However, to exclude the possibility of failure of infection as a consequence of
the absence of pathogens in the vegetative tissue and to guarantee the presence of
ClLas in the tested plants, in the present work, 14 citrandarin hybrids were top grafted
onto citrus plants with HLB symptoms and a high CLas content. These genotypes were
previously selected as resistant to CLas (Boava et al., 2015; Curtolo et al., 2020) based
on no detection of the bacteria in the plant. CLas was determined by qPCR in the top
grafted genotypes, and plant physiological responses such as starch accumulation and
callose deposition were examined during 12 months of experimentation. No complete
resistance was observed in the tested plants based on the detection of CLas, but
variable tolerance did include a reduction in the percentage of CLas infection to zero

in one of the selected hybrids.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Plant material and CLas infection

Fourteen genotypes of citrandarins identified as hybrids (H68, H75, H106,
H109, H126, H157, H158, H181, H199, H222, H254, H282, H283 and H303) were
selected based on previous information of no natural infection by CLas under 12 years
of field experiments (Boava et al., 2015, and 2017). These hybrids plus the parents
“Sunki” and P. trifoliata were top grafted onto 22 CLas-infected potted "Valencia" plants
(Supplementary Fig. 1). These plants were previously infected with CLas and plotted
in 30 L vessels containing commercial PlantMax substrate. A minimum of three
repetitions of each hybrid and parents were grafted and randomly distributed in the
greenhouse. To randomize biological interference, such as the concentration of the
bacteria in source plants, as much as possible, each tested plant was not budded twice

on the same source plant.

2.2. Sampling and statistical analysis

The presence of CLas and the accumulation of starch in the leaves were carried
out at 90, 180, 270 and 360 days after grafting. The statistical analysis was conducted
by the Scott—Knott test for comparison of the means at 5% significance using the R
package. For the percentage dataset, the arc-sin transformation was applied before

the analysis.

2.3. DNA extraction and qPCR analysis

Leaves were collected from the sprouts (hybrids, parents, and source plants),
and 200 mg of petiole slices in small pieces were used for DNA extraction. In summary,
the petioles were homogenized in plastic tubes containing two tungsten spheres (5 mm
in diameter) using the TissueLyser Il (Qiagen) programmed for 2 cycles of 1 min at 30
Hz, followed by DNA extraction by a CTAB-based method (Murray and Thompson,
1980). The total DNA was eluted 200 pL of 1/10 TE + RNAse.

The diagnosis and quantification of CLas were performed using real-time
guantitative PCR (gPCR) methodology based on the protocol of Li et al. (2006). The
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amplifications were performed in duplex using an ABI Prism 7500 Sequence Detection
System thermocycler (Applied Biosystem). The reaction contained 6.25 mL of 1X
TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystem), 216 nM of each primer and 135
nM of the CLas (HLBp) probe for a total volume of 14 pL. Primers and probes targeting
the glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene of citrus were used
as internal controls, with 270 nM of each primer and 135 nM of the probe (Boava et al.,
2015). Finally, 3 pL of total DNA was added per reaction, for a total of 300 ng. The
amplification cycle followed the default settings of the equipment: 95 °C for 5 min,
followed by 40 cycles of 95 °C for 30 s and 58 °C for 45 s.

2.4. Determination of the cycle threshold (Cr) for the detection and quantification
of Candidatus Liberibacter asiaticus.

To determine the threshold Cr value used to infer whether the plants were
positive (CLas infection) or negative (no CLas infection), a standard curve for
estimating the bacterial titer based on the 16S rDNA content of CLas (Li et al., 2006)
was created. The target fragment was amplified by the primer set used in the qPCR
and cloned into the recombinant plasmid using the pGEM — T-Easy Vector System
(Promega Corporation). The recombinant plasmid containing the partial 16S insert was
extracted with the Pure Yield TM Plasmid Miniprep System (Promega) following the
manufacturer's instructions, sequenced by the Sanger method, and blasted against the
NCBI database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) using BLASTn tools to certify the origin
of the amplicon. The plasmid DNA was serially diluted 10-fold from 3.0 x10° to 0.3
molecules (copy number of the 16S rDNA insert)/uL for CLas. The dilutions were used
to generate a standard curve according to Wang et al. (2006). The CLas quantification
(number of copies [CN] of 16S rDNA per pL) was estimated according to the formula
CN = (M x N)/(L x D). In this formula, M = the minimum concentration of nucleic acids
detected (g mL-1); N = Avogadro's number; L = the size of the nucleic acids in kpb
compared to the total size of the insertion plasmid (3.05); and D = a conversion factor
for transforming 1 kb of nucleic acids to Daltons (6.6 x10°). The standard curve
obtained shows a linear regression (y = -3.1828x+40.004) with a correlation between
the Cr values and copy number (CN) of the 16S rDNA insert from CLas; the correlation
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was very high (R? = 0.9994) with an efficiency (E) of 1.06, which is very close to the
maximum efficiency of E = 1 (100%) (Suppl Fig. S2).

2.5. Extraction and starch quantification

The quantification of starch in the plants was carried out by the enzymatic
method by using 10 mg of dry plant material, according to the methodology described
by Amaral et al. (2007). Glucose solution (Sigma) was used to determine the standard
curve with concentrations of 0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, and 6.00 pg/mL
for each analyzed plate. The regression equation obtained for the concentrations of
glucose (X-axis) and absorbance (Y-axis) obtained, as well as the graph, showed a

direct correlation between both variables (R? = 0.9956 - Suppl. Fig. 3).

2.6. Callose visualization and quantification

The quantification of callose in the tested plants was carried out using a total of
10 cross sections of 0.02 mm thick leaf petioles obtained by an automatic slide
microtome (Leica SM2010R). The plant tissues were analyzed according to Zavaliev
and Epel (2015) by staining the samples with blue aniline at a concentration of 0.01%
in 0.1 M phosphate buffer (pH 9.0). The stained samples were examined using an
Olympus BX61 fluorescence microscope at a magnification of 10x, a 355 to 375 nm
excitation filter, a 400 nm dichromatic mirror and a 435 to 490 nm emission filter. The
quantification of callose levels from fluorescence images (pixel/mm?) was performed

using ImageJ software.

3. RESULTS
3.1. CLas detection and source plants

Based on interpolation of the Ct value and number of copies of CLas 16S rDNA
added to the reaction, the minimum amount of the CLas-16S rDNA insert that was
reproducibly amplified was equivalent to approximately 90 copies of the 16S rDNA
molecule based on the presence of three copies of 16S rDNA in the CLas genome
(Kim and Wang, 2009), which was equivalent to Ct=31.73 +/- 0.75 (Suppl. Table S1).

Amplifications using total DNA from negative controls (micrografted citrus plants kept
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in a screenhouse) showed Cr values ranging from 33.29 (average of 34.53 +/- 1.24) to
undermined. Based on these data, the threshold for considering positive samples (the
presence of CLas) was established as below 32 (C1<32), and samples with Ct> 32
were considered negative (no ClLas detection) under the current experimental
conditions. In addition, despite the establishment of this parameter, amplifications with
a Cr value close to 32 (+/- 1) were redone, and the results were considered
reproducible. The significant correlation between the Cr values obtained and the
concentration of the 16S rDNA insert of CLas input in the reactions (R? = 0.9994)
provided an accurate estimation of the amount of CLas in the samples.

All the "Valencia" plants used as the inoculum for CLas (source plants) were
already infected by CLas at the time of the top grafting of tested hybrids and parental
plants. Based on the Cr values, the “Valencia” plants formed 4 groups that were
significantly different with Ct values ranging from 20.5 to 25.5, on average, and a mean
of 3.43x10%to 1.63 x10° copies of 16S rDNA CLas insert/g of tissue during the whole
experiment (Fig. 1, Suppl. Fig. S1). In this paper, we assume that the insert copy is the
number of bacterial cells, even though three copies of 16S rDNA are known to be

present in the CLas genome (Duan et al., 2009).

3.2. Temporal infection of CLas in top grafted citrandarin genotypes

Sprouts of 14 citrandarins previously selected as resistant to CLas infection by
natural transmission were top grafted on HLB-diseased plants and temporally analyzed
for the presence of CLas. At the first sampling (90 days after grafting), the majority of
the 14 hybrids had over 50% of their replicates with Ct values in the range of positive
samples. However, in the subsequent sampling periods, there was a decrease in the
number of infected replicates for H106, H109, H126, H157, and H222 and the P.
trifoliata parent. Additionally, no-CLas infected replicate was observed for H106 at 12
months after top grafting (Table 1). Generally, 4 groups of hybrids that were
significantly different from each other based on the frequency of ClLas-infected
replicates were obtained. H106 formed one group with no CLas infected replicates. A
second group with a frequency of positive replicates ranging from 25% (H222) to 60%
(H68) was composed of H68, H75, H109, H126, H157, H181, H222, H303, and the P.
trifoliata parent. A third group with 80% CLas infections was formed by H254 and H283,
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while a fourth group with 100% infected replicates contained H158, H199, H282 and

the "Sunki" mandarin parent (Table 1, Suppl. Table S2).

Table 1. Number of CLas-infected citrandarin hybrids in relation to the total number of

plants top grafted onto HLB-diseased "Valencia" plants during a period of one year

analyzed by gPCR.

Genotypes Days after top grafting
90 180 270 360
Hybrids

H68 4/5b 2/5¢ 4/5b 3/5¢
H75 1/4 ¢ 2/4c 2/4b 2/4 ¢
H106 3/4Db 3/4Db 3/4b 0/4 d
H109 5/6 b 2/6 ¢ 2/6 b 2/6 ¢
H126 213 Db 213 Db 2/3b 1/3 ¢
H157 3/3a 1/3 ¢ 1/3b 1/3 ¢
H158 4/4 a 4/4 a 4/4 a 3/3a
H181 213 Db 213 Db 2/3b 2/3 ¢
H199 3/3a 3/3a 3/3a 3/3a
H222 5/5a 3/5b 35b 1/4 ¢
H254 5/6 b 4/6 b 35b 4/5b
H282 4/4 a 4/4 a 4/4 a 3/3a
H283 5/6 b 4/6 b 4/6 b 4/5b
H303 4/6 b 4/6 b 3/6b 2/4 ¢

Parents
Sunki 5/5a 5/5a 5/5a 5/5a
P. trifoliata 3l6¢c 2/6 ¢ 2/5b 2/5¢

'Number of positive hybrids compared to the total number grafted onto HLB-diseased

"Valencia". Reductions in the number of analyzed samples in relation to the previous

period are due to dead sprouts.

2Percentage of infected replicates 12 months after the top grafting buds of tested
genotypes onto “Valencia” plants with high severity HLB infection and a high
Candidatus Liberibacter asiaticus titer.

Means followed by the same letter do not differ from each other. Scott—Knott test for

comparison of the means at 5% significance.
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Despite the decrease in the number of infected replicates, the concentration of
CLas in the positive replicates of the hybrids, based on C+ values, was also similar to
the susceptible parental "Sunki”, but with significantly lower bacterial concentrations
for H109 and H126 (9.95 x 10° and 3.03 x 10* cell/g tissue, respectively) at 360 days
after grafting and no detectable CLas for H106 (Table 2). As mentioned before,
throughout the experiment, all tested plants were under a constant CLas inoculum
source once they were top grafted onto HLB-diseased “Valencia” plants (Fig. 1, Suppl.
Fig. S1).

Table 2. Cr values and concentration of Candidatus Liberibacter asiaticus in specific
hybrids of citrandarins with a decrease in the number of replicates with a positive

diagnosis for the bacteria.

Genotypes Days after top grafting
Cr values 1 CLas cell/g tissue
90 180 270 360 at 360 dat_g
Hybrids
H106 25.96 a 26.62 a 25.42 a 40.00 ¢ 0
H109 29.40 a 25.02 a 26.05 a 27.28 a 9.95 x 10°
H126 25.39a 25.15a 30.13a 25.74 a 3.03 x 10*
H157 27.71a 23.64 a 24.18a  23.10b 2.05 x 10°
H222 27.15a 25.98 a 24.31 a 24.93b 5.45 x 10*
Parents
Sunki 27.50 a 25.50 a 24.02 a 23.93b 1.12 x 10°
P. trifoliata 28.93 a 25.69 a 26.31a 29.99 a 1.40 x 103

1Candidatus Liberibacter asiaticus cells/g in the tissue of tested plants at 360 days
after top grafting.
Means followed by the same letter do not differ from each other. Scott—Knott test for

comparison of the means at 5% significance.
3.3. Host response of citrandarins to CLas infection based on starch

accumulation and callose deposition

The overall starch quantification in infected plants over a 12-month experimental

period was significantly higher in both Sunki mandarin and in H282 (80 and 60 mg
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glucose/g of tissue, respectively). In general, for the other 13 tested citrandarins and
P. trifoliata, the starch content was not significantly different, with starch accumulation
ranged from 2.5 times to 5 times less than that present in Sunki mandarin (Fig. 2A).
Hybrids with a high frequency of infection, such as H181, or with no infection (H106)
after 12 months accumulated similar amounts of starch. Based on the frequency of
infection and starch accumulation, some hybrids were selected for the determination
of callose deposition in comparison with the parents (Fig. 2B). The parent P. trifoliata
showed significantly less callose deposition in the petiole, followed by H106. Hybrids
with a high frequency of CLas positivity, such as H199 and H282, or a lower frequency
of positivity, such as H157, showed similar callose values that were significantly lower

than those observed for Sunki mandarin, the susceptible genotype (Fig. 2B).

4. DISCUSSION

There is still no effective method to control CLas and consequently HLB
disease. The current strategy of HLB management is based on planting disease-free
plants, controlling the vector (psyllids) using insecticides or biological agents, and
removing inoculum sources (infected trees) (Albrecht and Bowman, 2011 and 2012;
Bassanezi et al., 2020). Management of CLas is carried out due to the lack of long-
living resistant cultivars or, as mentioned before, the lack of an effective cure for HLB
(Alves et al., 2021). However, strategies aiming to reduce the infection or increase the
plant response against the disease by supplying antimicrobial molecules based on
plant metabolites, nutrients, and soil-applied biostimulators (Canales et al., 2016;
Pitino et al., 2020; Castellano-Hinojosa et al., 2021; Bassanezi et al.,, 2021) have
shown variable beneficial results. Most of those works used commercial scion
rootstock combinations with known susceptibility to CLas infection and HLB symptoms.

The citrus genotype response to CLas infection by grafting bacteria-infected
buds has been shown to be variable, ranging from sensitive (C. sinensis, C. reticulata,
C. paradise, C. maxima, and C. aurantifolia) to tolerant (P. trifoliata) (Folimonova et al.,
2009; Boscariol-Camargo et al., 2010). For citrus relatives such as Microcitrus spp.
and Eremocitrus spp., variable or inconsistent results regarding CLas resistance tested
by budding infection were also shown (Boscariol-Camargo et al., 2010; Ramadugu et

al., 2016; Alves et al., 2021). Recently published papers reported that P. trifoliata and
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some hybrids not only showed differential responses against CLas colonization and
better performance in HLB symptom expression, such as leaf blotching symptoms and
starch and callose deposition, but also found that no immunity was observed for these
genotypes (Albrecht and Bowman, 2011 and 2012; Boava et al., 2015 and 2017,
Bowman et al., 2016). On the other hand, P. trifoliata and its hybrids are genetically
closer to cultivated citrus species than Microcitrus or Eremocitrus (Nicolosi et al., 2000)
and are regularly used as commercial rootstocks.

In the present work, 14 citrandarin genotypes previously selected as having
potential resistance against CLas according to Boava et al. (2015) and Curtolo et al.
(2020), but different from the genotypes tested by Boava et al. (2017), were challenged
with CLas infection. Buds of the genotypes were top grafted onto Valencia plants with
high HLB severity (Fig. 1, Suppl. Fig. S1) and the presence and concentration of
bacteria, as well as the starch and callose content, was analyzed over 12 months. As
previously reported, no immunity was observed for these genotypes, but a differential
response to CLas infection throughout a period of 12 months was evident (Tables 1
and 2). Regarding starch accumulation and callose content, little variation among the
hybrids was observed (Fig. 2), probably as a consequence of the heritability of these
characteristics from the P. trifoliata parent (Boava et al., 2017). Interestingly, the
frequency of CLas-positive replicates for some hybrids (H109, H126, H157, and H222)
dropped over time, and zero infection was reached by H106 after 12 months of
analysis, which agreed with information from Curtolo et al. (2020) that showed that this
hybrid was not infected by CLas. However, unlike Curtolo and coworkers (2020), in the
present work, H68 was able to be infected by CLas (Table 1), which can be explained
by the different methodologies used for challenging the tested plants with the
pathogen. Failure to transmit vascular pathogens such as ClLas by grafting
transmission methodology could be explained by the irregular distribution of pathogens
in the host tissue used as a bacterial source (Lopes et al., 2008). We believe that the
experimental setup used here minimizes these failures by making a constant flux of
CLas from the Valencia source plants available to the tested plants (Fig. 1, Suppl. Fig.
S1); this method supports the high performance of citrandarin H106 against CLas
found by Curtolo et al. (2020) and in the present work (Tables 1 and 2).
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Explaining the probable mechanism of resistance of some P. trifoliata-related
genotypes to CLas is still in the early stages. Genes related to bacterial cell lysis, such
as endocytinase B, were upregulated in the pool of CLas-resistant citrandarins by
Curtolo et al. (2020); however, they could be related to the decrease in infection of
ClLas in citrandarin genotypes such as H109, H126, H157, and H222, including H106.
Endocytinases in plants act as pathogenesis-related proteins that are synthesized in
response to self-defense against phytopathogenic attack and participate in vital
physiological processes of plants, such as embryogenesis and ethylene formation, as
well as the response to abiotic stress (Ratore and Gupta, 2015). Additionally,
purification of the substrate from the recombinant chitinase chiS suggested the
presence of lysozyme activity with the capacity to degrade the peptidoglycan
component of the cell walls of gram-negative bacteria such as Xanthomonas,
Escherichia coli and Pseudomonas (Ghasemi et al., 2011). Even for the highly studied
citrus tristeza virus (CTV) pathosystem in P. trifoliata, the molecular mechanism
involved in genetic resistance to phloem-limited CTV pathogens (Gmitter et al., 1996)
is still unknown. In disagreement with the immunity concept of P. trifoliata-CTV
resistance, Albiach-Matrti et al. (2004) showed that the resistance mechanism affected
the virus subsequent to its replication and assembly, i.e., after the host-cell infection.
Evidence based on differentially expressed transcripts in P. trifoliata that were later
infected by CTV suggests a secondary plant response to CTV infection (Cristofani-
Yaly et al., 2007).

Starch accumulation in leaves and callose deposition in phloem are positively
associated with host susceptibility to CLas (Boava et al., 2017; Curtolo et al., 2020). In
the present work, except for the CLas-susceptible parent Sunki and the hybrid H282,
there was no clear correlation among callose deposition, starch content and the
frequency of ClLas-infected citrandarin genotypes. However, the absence of no-
infected treatments makes difficult any deeper comparison regarding the starch
accumulation. Because the genotypes tested here were previously selected based on
their tolerance to CLas (Boava et al., 2015; Curtolo et al., 2020), the characteristics of
resistance derived from P. trifoliata could segregate in the analyzed hybrids.

The use of more tolerant or resistant rootstock is a well-accepted management

strategy against HLB. In this work, we challenged some previously selected CLas-
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resistant citrandarins using a strategy based on top grafting buds onto CLas source
plants with the goal of optimizing bacterial infection. Even though CLas was detected
in all tested hybrids, which suggests a lack of resistance, the data obtained here
reinforce the evidence of differential tolerance to CLas, as well as the previous findings
by Curtolo et al. (2020) suggesting higher tolerance of citrandarin H106 to CLas. The
origin of the characteristics involved in tolerance to CLas in this genotype, even under
drastic infection conditions, must be better understood for use in genetic breeding

programs aiming at resistance against HLB.
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Fig. 1. Candidatus Liberibacter asiaticus concentration in “Valencia” sweet orange
plants used as the source of bacteria for the top grafted citrandarins and parental
genotypes. Mean Cr values for each plant during the whole experiment are
represented by bolded asterisks. Nonbolded asterisks are the standard deviations of
four measures (90, 180, 270 and 360 days). Numbers indicate the average CLas
population per gram of tissue for each group of plants with similar concentrations of
bacteria based on Cr values. Letters indicate Cr values that are significantly different
(P<0.05) based on the Scott—Knott test.
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Fig. 2. Response of selected citrandarins and their parental species C. sunki and
Poncirus trifoliata to CLas infection. (a). Starch content as determined by enzymatic
quantification of leaf blades. Vertical bars represent standard deviations of replicates
for each genotype across sampling dates. (b). Callose quantification in leaf petioles of
some selected genotypes. Vertical bars represent standard deviations of 10 cross
sections for each genotype sampled 12 months after top grafting. Different letters
indicate significantly different values (P<0.05) based on the Scott—Knott test.
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Suppl. TABLE S1. Cycle threshold (Ct) values obtained by gPCR in relation to

Candidatus Liberibacter asiaticus 16S-rDNA plasmid copy number and the total DNA

of negative controls.

Plasmid copy Log plasmid Cycle threshold

number copy number (Ct values)? SDP
3.00E+09 9.48 8.98 0.25
3.00E+08 8.48 8.06 0.41
3.00E+07 7.48 11.50 0.24
3.00E+06 6.48 14.87 0.13
3.00E+05 5.48 17.82 0.27
3.00E+04 4.48 20.87 0.20
3.00E+03 3.48 24.35 0.48
3.00E+02 2.48 27.14 0.19
3.00E+01 1.48 31.73 0.75

3.00 0.48 34.02 0.62

0.30 -0.52 35.53 0.20

Range of Ct values for the negative control® - from 33.29 to undetermin

agach value is the mean of three replicates.

bStandard deviation

°Micrografted plants grown in a greenhouse. A total of 44 DNA extractions and

gPCRs from eight different plants are shown.
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Supplementary Fig. 1. llustration of the experiments set up to test hybrids top grafted
onto Candidatus Liberibacter asiaticus-infected “Valencia” plants. The numbers (1, 2,

3 and 4) represent different citrandarin genotypes or parents.

25 ° y =-3.1828x + 40,004
R*=0.9994

Ct - Cycle threshold

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Log Copy Number 168 rDNA
Supplementary Fig. S2. Regression equation obtained for the Cr value (Y-axis) and

copy numbers of the plasmid containing the 16S rDNA insert of Candidatus
Liberibacter asiaticus (X-axis).
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CAPITULO 3 — Respostas de laranja ‘Valéncia’ infectadas com ClLas sobre o

citrandarin H222 utilizado como porta enxerto e interenxerto

Resumo - A muda comercial de planta de citros é composta pela unido, por meio do
processo de enxertia, do tecido vegetal da variedade copa com o tecido vegetal da
variedade porta-enxerto. Alternativamente, entre ambos, pode ser utilizado também
um interenxerto, normalmente com fungao de resolver problemas de incompatibilidade
entre a copa e o porta-enxerto. O uso do Poncirus trifoliata e alguns hibridos como
porta-enxerto em citros vem de longa data. No entanto, recentemente tem-se
mostrado que estes gendtipos permitem uma menor capacidade de multiplicacéo de
'‘Candidatus Liberibacter asiaticus' (CLas) assim como menores efeitos da
sintomatologia da doenca, o huanglongbing (HLB), podendo ser uma ferramenta
interessante na mitigacao da doenca. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo
estudar a contribuicdo do citrandarin H222, pré-selecionado em funcdo da maior
tolerancia a CLas, quando usado como porta-enxerto e interenxerto para a laranjeira
‘Valéncia’ infectada com CLas. Os tratamentos foram assim realizados; i. citrandarin
H222 como porta-enxerto; ii. citrandarin H222 como interenxerto (5 e 30 cm de
comprimento) entre a copa de laranja ‘Valéncia’ e porta-enxerto de citrumelo Swingle;
iii. citrumelo Swingle como porta-enxerto. As inoculagdes de CLas foram realizadas
na copa das plantas teste. Foram avaliados, além da quantificacdo de CLas, o volume,
diametro, peso seco e Umido do sistema radicular. Os resultados evidenciam um
aumento da concentracdo de CLas nas plantas dos tratamentos com o interenxerto,
de 30cm e 5cm, tanto na copa como no sistema radicular. Ja o citrandarin H222 como
porta-enxerto apresentou valores negativos a infec¢éo por CLas no sistema radicular
em trés das quatro repeticdes. Além disso, analise Ward considerando as variaveis
médias de diametro do caule acima do solo, volume, peso das raizes e taxa de
infeccdo por CLas analisadas conjuntamente, quando comparadas com as obtidas
dos tratamentos nao inoculados, possibilitou o agrupamento do H222 no mesmo grupo
dos resultados obtidos para as plantas ndo inoculadas. As plantas inoculadas tendo o
citrumelo Swingle como porta-enxerto assim como as com os interenxertos do H222
com 5 e 30 cm agruparam-se em um outro cluster. O porta-enxerto H222 apresentou
desempenho superior ao do citrumelo Swingle quanto ao desenvolvimento do sistema
radicular, podendo ser inclusive comparado ao desenvolvimento do sistema radicular
das plantas n&do inoculadas. Os interenxertos com este gendtipo ndo trouxeram
ganhos as plantas, sendo até deletérios.

Palavras-chaves HLB, hibridos, porta-enxerto, resisténcia genética
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1. INTRODUCAO

Uma muda comercial citrica € vista como um dos insumos mais importantes na
formac&o de um pomar. E composta pela unido, por meio do processo de enxertia, do
tecido vegetal da variedade copa com o tecido vegetal da variedade porta-enxerto. No
entanto, entre ambos pode ser utilizado também um interenxerto, normalmente com
funcdo de resolver problemas de incompatibilidade entre a copa e o porta-enxerto. A
combinacdo correta dessas partes é fundamental para produtividade e longevidade
do pomar, ainda mais em cultura perene (Schafer et al., 2001). A origem do porta-
enxerto e da copa, assim como a sua sanidade e qualidade do sistema radicular séo
aspectos importantes na composi¢cao da muda citrica (Lima, 1986).

A qualidade e produtividade dos frutos citricos € intrinseca a combinacdo das
variedades copa/porta-enxerto, podendo ser influenciada por varios fatores (Bastos et
al., 2014). O porta-enxerto € fundamental na formacdo da muda citrica, exercendo
influéncia importante sobre a copa, como: precocidade de producéo, vigor, periodo de
maturacdo dos frutos, desenvolvimento, quantidade e qualidade da producéo,
adaptacdo da planta as condi¢cdes edafoclimaticas desfavoraveis e resisténcia a
pragas e a doencas (Pompeu Junior, 2005). Fatos estes que tornam a escolha da
variedade porta-enxerto tdo importante quanto da copa.

Dentre os principais porta-enxertos utilizados no Brasil estd o Swingle, que é um
hibrido (C. paradisi x P. trifoliata) obtido na Flérida, Estados Unidos, no ano de 1907
pelo pesquisador W.T. Swingle. O citrumelo 'Swingle' se mostrou um excelente porta-
enxerto na prevencdo da tristeza-dos-citros (CTV) (Shaked et al., 1987), sendo
difundido no Brasil devido a resisténcia a tristeza, a gomose, ao nematoide e ao frio
(Bastos et al.,, 2014). Atualmente é um dos porta-enxertos mais utilizados na
citricultura devido as qualidades que proporcionam a copa, como plantas maiores e
mais produtivas (Pompeu Junior e Blumer, 2011). Outro porta-enxerto utilizado, porém
para condicdes mais restritas, € o Poncirus trifoliata, o qual apresenta potencial
ananicante que pode ser expresso com maior ou menor intensidade, dependendo de
diversos fatores, como: condi¢gbes climéticas, variedade de copa e tipo de solo

(Pompeu Junior e Blumer, 2006).



43

Do cruzamento entre tangerinas, com Poncirus trifoliata surgiram os hibridos
denominados citrandarins. Esse cruzamento foi realizado com a intencdo de aumentar
a diversidade de porta-enxertos, e de tentar reunir em um mesmo material genético
as qualidades das mandarinas, tais como a menor suscetibilidade ao declinio, com as
qualidades dos trifoliatas, como a imunidade a tristeza, a resisténcia a gomose de
Phytophthora e ao nematoide dos citros (Tylenchulus semipenetrans), além da
tolerancia ao frio, e a inducdo a formacdo de plantas com copas compactas e
produtivas (Blumer e Pompeu Janior, 2005).

Com a disseminacdo do Huanglongbing (HLB) doenca associada a bactéria
'‘Candidatus Liberibacter asiaticus' nas principais regibes produtoras de citros no
mundo (Brasil e Estados Unidos), estudos determinantes na escolha da combinacio
copa/porta-enxerto passaram a ser ainda mais importantes. Ainda que ndo existam
relatos na literatura a respeito da existéncia de gendtipos comerciais completamente
resistentes a CLas, trabalhos publicados tém mostrado que a multiplicacdo de CLas é
uma caracteristica contrastante dentro das espécies de Citrus sendo observado
diferentes graus de susceptibilidade (Machado et al., 2010; Alves et al., 2021). P.
trifoliata tem demonstrado uma maior tolerancia a infeccdo por CLas, caracteristica
essa, transferida para alguns de seus hibridos (Folimonova et al., 2009; Albrecht e
Bowman, 2011; Boava et al., 2015; Castle et al., 2015).

A partir de estudos do programa de melhoramento de porta-enxertos conduzidos
no Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC, alguns citrandarins (hibridos de Citrus
sunki x P. trifoliata cv Rubidoux) tém mostrado fortes evidéncias quanto a resisténcia
a ClLas permanecendo nédo infectados mesmo apds 360 dias da tentativa de
transmissdo por borbulhas infectadas com a bactéria (Boava et al., 2017; Curtolo et
al., 2020). Um dos gendtipos selecionados foi o hibrido H222 que ndo apresentou
ClLas detectavel quando usado como copa em condi¢cdes de campo sob alta pressao
de in6culo (Boava et al., 2015), além de ter apresentado um bom desempenho
agrondmico sob condi¢ées de campo quando usado como porta-enxerto (Cristofani-
Yaly, comunicacao pessoal). Em adic&o, este hibrido foi um dos destaques em reposta
a infeccdo por CLas segundo resultados apresentados no capitulo 2.

Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar as repostas a infec¢éo por CLas

do citrandarin H222 utilizado como;
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1. Porta-enxerto da laranjeira ‘Valéncia’

2. Interenxerto entre a laranjeira ‘Valéncia’ e o porta-enxerto citrumelo Swingle.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetagao K no Centro de
Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agronémico (IAC), em Cordeiropolis, em
fevereiro de 2019. A casa de vegetacdo manteve temperatura maxima controlada, nao
permitindo temperatura superior a 30°C, condi¢do nao inibitéria para o crescimento da

bactéria e expresséo de sintomas de HLB.

2.1 Preparo das plantas-teste, inoculacdes de CLas e delineamento experimental

Foram conduzidos quatro tratamentos (T) abaixo descritos:
T1. citrandarin H222 como porta-enxerto para a variedade copa,;
T2. citrumelo Swingle como porta-enxerto para a variedade copa;

T3. citrandarin H222 como interenxerto de 5¢cm entre porta-enxerto citrumelo Swingle

e a variedade copa;

T4. citrandarin H222 como interenxerto de 30cm entre porta-enxerto citrumelo Swingle
e a variedade copa.

Cada tratamento foi composto por seis repeticdes, dentre essas, duas foram
utilizadas como tratamento controle, ndo inoculado com CLas e quatro receberam
inoculacbes de ClLas, totalizando 24 plantas experimentais (Figura 1 e 2). As
inoculagdes foram realizadas na variedade copa, utilizando-se borbulha infectada com
CLas retirada de plantas fonte mantidas em casa de vegetacdo. As unidades

experimentais foram aleatoriamente distribuidas na bancada.
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Figura 1. llustracdo dos tratamentos que foram utilizados nesse experimento. A.
Citrandarin H222 como porta-enxerto. B. Citrumelo Swingle como porta-enxerto. C.
Citrandarin H222 como interenxerto de 5 cm entre o porta-enxerto e a copa. D.
Citrandarin H222 como interenxerto de 30 cm entre o porta-enxerto e a copa. Em todos
os tratamentos a variedade copa foi a laranjeira ‘Valéncia’.

Figura 2. Plantas de laranjeira ‘Valéncia’ em Citrumelo Swingle, com interenxerto de
5 cm (esquerda) e 30cm (direita) do citrandarin H222.
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2.2. Amostragem e analise estatistica

A presenca de ClLas nas folhas da variedade copa foram realizadas
bimensalmente até a constatacdo da infeccdo de ClLas. Uma vez constatada a
infeccdo, as plantas foram mantidas em casa de vegetacao até a andlise final aos 13
meses da enxertia de inoculacdo. Nesta data foram realizadas anélises de CLas na
copa e has raizes do porta-enxerto assim como valores quantitativos do
desenvolvimento do sistema radicular como didmetro do tronco ao nivel do solo,
volume e massa fresca e seca. Os valores obtidos para cada tratamento foram
comparados pela estatistica de Scott-Knott, adotando-se o0 nivel de 5% de
significancia. As analises de valores quantitativos do desenvolvimento do sistema
radicular assim como os valores de Crforam realizadas em conjunto, usando a técnica
multivariada da analise hierarquica de agrupamento, sendo que, o critério de
agrupamento utilizado foi o proposto por Ward (1963). A distancia euclidiana foi usada
para medir a similaridade entre os tratamentos. Os resultados da analise de
agrupamento foram dispostos hierarquicamente na forma de cluster contendo os

tratamentos com resultados similares (Murtagh e Legendre, 2011).

2.3. Diagnéstico e quantificacdo de CLas nas folhas e raizes

O diagnéstico de ClLas e a quantificagcdo da concentracdo da bactéria nas
amostras coletadas foram realizados por meio do PCR quantitativo em tempo real —
gPCR. A extracdo do DNA gendmico foi conduzida a partir de 200 mg de material
vegetal, os quais foram homogeneizados em tubos plasticos com duas esferas (5 mm
de diametro) usando o aparelho TissueLyser Il (Qiagen) programado para 2 ciclos de
1min a 30 Hz. Ap6s a maceracao do tecido vegetal, a extracdo de DNA total teve inicio
utilizando-se o0 método de CTAB (Murray e Thompson, 1980). Resumidamente a cada
tubo de amostra foi adicionado 800 pL do tampéao CTAB (CTAB 5%, NaCl 5M, EDTA
0,5M, Sarcosyl 10%, Mercaptoetanol e agua) e incubado por 30 minutos a 65 °C.
Seguiram-se duas extragbes com cloroformio: alcool-isoalaminico (24:1) e
centrifugacéo a 12000 rpm/8 min transferindo-se o sobrenadante entre tubos. Na

segunda extracdo o sobrenadante foi transferido para outro tubo de 1,5 mL,
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adicionando-se 600 pL de tampéo de precipitacdo (CTAB 5%, Tris HCI 1M pH 7,5,
EDTA 0,5M, agua), homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por uma
hora. Seguiu-se centrifugagdo a 12000rpm por 6 minutos, foi feito o descarte do
sobrenadante e adicdo de 400 pL de TE alto sal, mantendo-se a amostra a 65°C por
10 min. Na sequéncia, foi adicionado 800 pL de etanol absoluto gelado e mantido a -
20 °C por 1 hora ou a -80 °C/15min. Ap0s, os tubos foram centrifugados a 12000rpm
por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e os tubos, mantidos a 50 °C para
secagem. O DNA total foi eluido em 200 pL de 1/10 TE + RNAse.

As amplificacGes foram realizadas no termociclador ABI Prism 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystem). Em cada reacao foram adicionados 6,25 pL
do TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystem), 216 nM de cada um dos
iniciadores e 135 nM da sonda para CLas (HLBp) para um volume total de 14 uL (Li
et al., 2006). Iniciadores para o gene glyceraldehyde 3-phophate dehydorgenase
(GADPH) de citros foram usados como controle interno com 270 nM de cada iniciador
e 135 nM da sonda (Boava et al., 2015). Ao final, foram adicionados 3 pL de DNA total
padronizados na concentragédo de 100 ng/ L. Todas as reagdes foram realizadas em
duplicatas. Cada placa de PCR de 96 pocos continha os seguintes controles:
negativos - dois pocos com agua e dois pocos com DNA de amostras CLas negativas
obtidas de plantas microenxertadas e mantidas em casa de vegetacdao; positivos - dois
pocos contendo DNA de amostras sabidamente infectadas por CLas. Os ciclos de
amplificagéo do equipamento foram 95 °C por 5min, seguido de 40 ciclos de 95 °C/30s
e 58 °C/45s. Neste estudo, para definicdo dos valores de Cr e da infeccdo das

amostras por CLas adotou-se os resultados apresentados no capitulo 2.

2.4. Determinacdo do volume, didmetro, peso seco e umido do sistema radicular

O volume do sistema radicular foi determinado pelo método de deslocamento
de 4gua (Bernardi et al., 2000). Foi utilizada uma proveta graduada com um volume
de agua conhecido, onde as raizes, apos serem lavadas, foram mergulhadas, assim
o volume de raiz correspondeu ao volume de agua deslocado.

Para a obtencdo da massa fresca do sistema radicular, ocorreu a separagao de

ambas as partes com corte na regido do colo, descartando-se o interenxerto. As raizes
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foram lavadas em agua corrente com auxilio de uma peneira até que todo o substrato
fosse eliminado, evitando-se ao maximo a perda de raizes, que foram secas com
papel absorvente e pesadas diretamente por meio de uma balanca digital (precisao
0,01 g), expresso em g/planta.

Para se determinar o peso da matéria seca das raizes, o material foi seco em
estufa de 55 °C até sua secagem total e, posteriormente, pesado em balanca digital
(preciséo 0,01 g), e entdo obteve-se 0 peso expresso em g/planta. O diametro do
caule, foi obtido através da utilizacéo do paquimetro.

2.5. Determinacéo do crescimento do sistema radicular

Para a determinacédo do crescimento do sistema radicular foram instalados nos
vasos e proximo ao porta-enxerto tubos de acrilico transparentes (minirhizotron)
(Figura 3). Com a utilizacéo do scanner de raiz CI-600, MODELO CI-600-TA66 (Figura
4), foram realizadas imagens trimestralmente a partir da data de inoculacdo. As
imagens foram analisadas no software RootSnap!® (CID BioScience Inc., Camas,
WA, EUA).

Figura 3. Tubos de acrilico transparentes (minirhizotron) que foram instalados nos
vasos, proximo ao porta-enxerto no experimento 2.
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Figura 4. Foto do minirhizotron que foi utilizado para a determinacdo do crescimento
das raizes (Root Scanner CI-600®, CID Bio-Science Inc., Camas, WA, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Infecgcdo de CLas na copa e raizes dos diferentes tratamentos

O citrandarin H222, hibrido selecionado com base nos resultados anteriores
das avaliacdes no campo quanto a néao infeccdo por CLas (Boava et al., 2015) e por
apresentar vantagens horticulturais como resisténcia a seca e inducao de boas
produtividades (Cristofani-Yaly comunicacdo pessoal), foi utilizado como porta-
enxerto e interenxerto (5 e 30 cm) para o porta-enxerto citrumelo Swingle, sendo este
gendtipo também utilizado como um quarto tratamento. Em todos estes foram
utilizados a laranjeira ‘Valéncia’ como copa onde as enxertias de borbulhas infectadas
com ClLas foram realizadas para a transmissdo da bactéria. Ap6s 6 meses da
inoculacgao, foi constato que, com excecao de duas repeticdes do tratamento T2, todas
as demais copas foram infectadas por CLas com valores de Cr variando de 19.01 a
29.82 (dados nao mostrados). As plantas foram mantidas em casa de vegetacao até
0s 13 meses da enxertia de transmissao, quando entao foram realizadas as analises
finais.

Com base nos valores de Cr aos 13 meses da enxertia de transmissao, as
copas inoculadas apresentaram concentracbes de CLas similares entre o0s
tratamentos, uma vez que, ndo houve diferenca estatistica entre os valores de Cr

obtidos (Tabela 1). Porém, mesmo que néo diferente estatisticamente, o Tratamento
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T3 apresentou valor um valor de Ct 5 ciclos acima dos obtidos para os tratamentos
Tl e T2 e 7 acima do tratamento T4, denotando uma menor concentracdo de CLas
(Tabela 1). Interessante que, mesmo com a menor concentracao de CLas na copa, 0
sistema radicular do tratamento T3 (H222 como interenxerto de 5 cm e citrumelo
Swingle como porta-enxerto) apresentou o maior titulo bacteriano, numa situacao
oposta da vivenciada pelo tratamento T4 (H222 como interenxerto de 30 cm e Swingle
como porta-enxeto (Tabela 1). Graham e colaboradores (2013) mostraram nao haver
uma correlagdo entre CLas presente na copa da planta com a presente no sistema
radicular, porém demonstraram que temporalmente a bactéria coloniza o sistema
radicular, servindo de fonte para ramos novos na copa. No presente experimento, em
virtude de ter sido feito somente uma amostragem no sistema radicular, tal informagéo
nao pode ser constata. As concentracdes de CLas na copa de ‘Valéncia’ enxertada
diretamente no citrandarin H222 ou no citrumelo Swingle foram muito similares com
valores de Cr de 19.01 e 19.34, respectivamente. No entanto, CLas foi diagnosticada
nas quatro repeticdes do sistema radicular do citrumelo Swingle (valor médio de Ct =
31.33), enquanto em somente uma repeticdo do sistema radicular do citrandarin H222
foi detectada a bactéria (Tabela 1). Estes resultados confirmam a menor
susceptibilidade do citrandarin H222 a CLas segundo demonstrado por Boava et al.
(2015). Porém, este genoétipo como interenxerto ndo contribuiu para ganhos em
tolerancia a ClLas pelo citrumelo Swingle independentemente do tamanho do
interenxerto, se 5 cm (T3) ou 30 cm (T4).

Tabela 1. Efeito da infeccdo de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em copa de
laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas nos diferentes tratamentos.

Diametro da haste Vol. sistema Peso seco do sistema  Valores de Ct 2
Tratamentos principal (mm) radicular (cm®)! radicular (g)

Infected Health Infected Health Infected Health Canopy Roots*
T1-Porta-enxerto | 1q50.0  210aA 2225a8 381.5aA 154.1aB  2385aA 19.01a 37.39 b
citrandarin H222
T2-Porta-enxerto | 1g 138 7050A 1545bB 509.5aA 86.8bC  243.0aA 19.34a 31.33a
citrumelo Swingle
T3 — Interenxerto 16.88bB  20.5aA 163.7bB 364.5aA 92.8bC 218.8aA 22.73a 27.88¢C
H222 (5 cm)
T4 - Interenxerto 1438bB  16.2bB 1065bB 307.0aA 63.2bC 129.1bB 15.89a 30.46a

H222 (30 cm)
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!Estimado segundo o método de deslocamento de agua (Bernardi et al., 2000)
2Amostras com valores de Ct (Cycle threshold) < 32 foram consideradas como
positivas. Todas as amostras dos tratamentos ndo infectados apresentaram valores
de Cr entre 34.75 a 40 (undetermined).

4Tratamentos: T1 - média de 4 repeticGes, sendo uma com valor de Ct (Ct = 29.55);
T2, T3 e T4 - médias das 4 repeticdes com valores de Ct no grupo de amostra positiva
(infectada com CLas).

Letras minusculas comparacdes entre os tratamentos dentro das condicdes infectada
e sadia. Letras mailsculas comparacdes entre as condi¢cdes infectada e sadia.
Comparacgfes de médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia onde médias

seguidas pela mesma letra nao diferem signficativamente.

3.2. Efeito de CLas no desenvolvimento do sistema radicular das plantas

No experimento aqui reportado, CLas foi diagnosticado em altas concentracfes
na variedade copa e em menor concentragdo no sistema radicular aos 13 meses da
inoculacdo na copa, com excecao para o interenxerto de 5 cm onde a concentragao
de CLas nas raizes foi maior (Tabela 1).

Dentre as plantas infectadas, o desenvolvimento do sistema radicular do hibrido
H222 (T1) foi significativamente menos impactado quando comparado aos
tratamentos com interenxerto (T3 e T4) assim como quando comparado ao citrumelo
Swingle (T2) (Tabela 1, Figura S1- material suplementar). No entanto, é notério o
efeito deletério da doenca no desenvolvimento do sistema radicular das plantas com
diferencas significativas entre os tratamentos infectados (infected) e ndo infectados
(health) (Tabela 1).

Excecéo é encontrada para o diametro da haste principal para os tratamentos
T1 e T4. Para T1 o desenvolvimento do didmetro da haste do H222 n&o foi afetado
pela infeccdo de CLas, enquanto para T4 a prépria interenxertia foi prejudicial,
independente da presenca de ClLas. Efeitos deletérios no desenvolvimento da
variedade copa foram observados com os interenxertos de P. trifoliata entre o porta-
enxerto limédo Cravo e a copa de ‘Valéncia’, independente do comprimento do

interenxerto (Sampaio, 1993). Por outro lado, usando a combinagéao de C. grandis
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como porta-enxerto e C. hystrix como interenxerto, e o contrario também, Shokrollah
et al. (2011) néo foi visualizado a manifestacdo de sintomas de HLB em copa de
‘Valéncia’, porém, as plantas foram analisadas aos 6 meses da inoculagéo e, portanto,
a presenca de CLas néao foi confirmada por PCR.

O efeito deletério de CLas no desenvolvimento do sistema radicular das plantas
infectadas levando ao declinio das mesmas foi muito bem explorado por trabalhos
anteriores com reducdes no teor de amido (Etxeberria et al., 2009) e na densidade e
peso (Graham et al., 2013). Tal fato despertou para o uso de fertilizagdes foliares e
bioestimulantes no sistema radicular procurando dar condi¢cdes minimas as plantas
para que se mantenham biologicamente ativas e economicamente produtivas.
Bioestimulantes foram defenidos por Yakhin et al. (2017) como "produtos formulados
de origem biolégica que melhora a produtividade da planta como consequéncia das
propriedades novas ou emergentes do complexo de constituintes, e ndo como uma
consequéncia unica da presenca de nutrientes essenciais para plantas”, e estdo cada
vez mais sendo integrados aos sistemas de producdo para otimizar a
produtividade. Os bioestimulantes de plantas baseados em materiais naturais tém
recebido atencdo consideravel tanto da comunidade cientifica quanto de empresas
comerciais, especialmente na ultima década (Sharma et al., 2014; Brown e Saa,
2015; Du Jardin, 2015; Yakhin et al., 2017). Sendo vistos como “condicionadores pré-
estresse”, manifestando seus efeitos na melhoria da eficiéncia fotossintética, redugcao
da propagacao e intensidade de algumas doencas e em melhores rendimentos (Zhang
e Schmidt,1999).

Trabalhos na literatura tém sido bastante contraditorios quanto aos resultados
obtidos (Gottwald et al., 2012; Xu et al., 2013; Shen et al., 2013; Castellano-Hinojosa
et al., 2021; Bassanezi et al., 2021). Porém, os trabalhos ttm em comum a utilizacéo
de combinacdes copa/porta-enxerto ja estabelecidas em campo e com alta
susceptibilidade do porta-enxerto aos sintomas de HLB, além de que CLas nao pode
ser eliminada das plantas experimentais. No entanto, combina¢des de copa em porta-
enxerto com maior tolerdncia a CLas e aos efeitos do HLB ainda ndo foram
comparadas aquelas de maior susceptibilidade quanto as respostas a agentes

externos (bioestimulantes e nutriocionais) visando mitigar o efeito deletério do HLB.
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Analisando-se conjuntamente os dados de diametro do tronco, volume e peso
seco do sistema radicular e concentracéo de CLas (dado pelo valor de Ct) para cada
um dos tratamentos infectados com CLas e comparando-0s com o0s obtidos das
plantas ndo infectadas, em conjunto, vé-se que o hibrido H222 apresentou, na média
de todas variaveis, resultados semelhantes aos obtidos pelas plantas ndo infectadas
(Figura 5). Isto é denotado pelo agrupamento do H222 no mesmo cluster das plantas
nao inoculadas e diferente do cluster representado pelos tratamentos T2, T3 e T4.
Portanto, o efeito de CLas no hibrido H222, na somatdria de todas variaveis, ainda
que tenha algum decréscimo nos valores, manteve-os em niveis equiparados aos
obtidos pelos tratamentos ndo inoculados. Vislumbra-se que a mitigacdo de HLB em
combinagdes copa/porta-enxertos com maior toleréncia do HLB (por exemplo o H222)

possa ter resultados melhores aos obtidos quando das combinagdes susceptiveis.
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Figura 4. Andlise de clusterizacdo das variaveis analisadas (diametro do colo da haste
principal, volume e peso seco do sistema radicular e valores de Cr - cycle threshold
em respostas dos tratamentos T1, T2, T3 e T4 a infec¢ao por CLas.

As variaveis foram analisadas em conjunto, usando a técnica multivariada da
analise hierarquica e distancia euclidiana para medir a similaridade entre os

tratamentos. Os resultados da analise de agrupamento foram dispostos
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hierarquicamente em que cada cluster contém os tratamentos com resultados
similares (Murtagh e Legendre, 2011).

Em decorréncia da auséncia de fontes de resisténcia em plantas de citros
geneticamente proximas e que possam ser introduzidas via melhoramento cléssico,
esforcos tém sido empenhados na obtencédo de resisténcia a CLas por meio de
estratégias biotecnoldgicas, porém ainda em fase experimental (Soares et al. 2020).
Enquanto isso, trabalhos publicados tém recomendado que a mitigacao do HLB seja
feita principalmente pelo controle do inseto vetor, assim como pela remogao de
plantas infectadas (Bassanezi et al., 2021), e o replantio de novas arvores (Sisterson
e Stenger, 2013). Neste trabalho, ficou demonstrado que o citrandarin H222 (hibrido
de P. trifoliata com tangerina 'Sunki'), quando utilizado como porta-enxerto, foi menos
impactado por CLas quando inoculado na copa. Mesmo com altas concentracdes de
CLas na copa (Ct = 19.01) enxertada no H222, variaveis como diametro do colo da
haste principal, volume e peso seco do sistema radicular e concentracédo da bactéria
no sistema radicular, quando analisados em conjunto, através da técnica multivariada
de andlise hierarquica (Murtagh e Legendre, 2011), apresentaram variaveis similares
aos obtidos nas plantas nao inoculadas (Figura 2). Como demonstrado no Capitulo 2
e também estudados por Boava et al., (2017) e Curtolo et al., (2020), outros genétipos
de citrandarins apresentaram resultados similares ou ainda melhores que o H222
quanto a tolerancia a CLas. Além de estudos com outros genoétipos da progénie como
o H-106 e H-109 (vide capitulo 2, por exemplo) estudos visando mitigar o efeito
deletério do CLas nestes porta-enxertos por meio de nutricdo diferencial e/ou
bioestimulantes poderéo trazer ainda mais beneficios a estes gendtipos.

Em concluséo, o hibrido H222, quando utilizado como porta-enxerto para a
laranjeira ‘Valéncia’, sob as condi¢des testadas e apds 13 meses de infeccdo com
ClLas, apresentou desempenho superior ao do citrumelo Swingle quanto ao
desenvolvimento do sistema radicular, podendo ser inclusive comparado ao
desenvolvimento do sistema radicular das plantas nao inoculadas. No entanto, 0s
interenxertos com este genodtipo ndo trouxeram ganhos as plantas, sendo até

deletérios.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1. Foto das raizes dos porta-enxertos com enxertia de copa de 'Valéncia' A
e B. Citrandarin H222 como interenxerto de 5 e 30 cm, respectivamente, entre o porta-
enxerto citrumelo Swingle e 'Valéncia'. C. Citrandarin H222 como porta-enxerto. D.
Citrumelo Swingle como porta-enxerto. Em todos os tratamentos a variedade copa foi
a laranjeira 'Valéncia'. O numero acima das raizes refere-se ao numero da repeticao.
*Plantas ndo inoculadas com CLas (Controle).



61

Avaliacao do crescimento do sistema radicular com o uso de minirhizotron
Serdo apresentados os dados do desenvolvimento do sistema radicular por
meio das imagens geradas pelo scanner CI-600, MODELO CI-600-TA66 (Figura S2).
Em virtude de problemas técnicos com o scanner, estes dados ndo foram analisados
para evitar introducdo de informacdes ndo biolégicas nas analises. Estas foram
realizadas nos mesmos dias das coletas de confirmacéo de CLas. Ainda assim, essas
imagens quando analisadas e comparadas verificou que ocorreu diferenca de
crescimento do sistema das plantas infectadas com CLas em relacdo as plantas
controles em cada tratamento (gendtipos do porta-enxerto e tamanhos dos
interenxerto), e quando comparado também o desenvolvimento do sistema radicular

entre os tratamentos (Tabela S1), assim como discutido acima.

Figura S2. Exemplo de imagens geradas através do minirhizotron (Root Scanner Cl-
600®, CID Bio-Science Inc., Camas, WA, EUA) do sistema radicular de plantas do

Experimento 1.
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Tabela S1. Resultados das avaliagbes de crescimento do sistema radicular com o0 uso

de minirhizotron nos tratamentos testados.

Porcentagem de root por mm2

Tratamentos Repeti¢des 3 5 7 9 11 13
Outubro -2020 Dezembro - 2020 Fevereiro-2021  Abril-2021  Junho-2021 Agosto - 2021
2 X 0,011 0,030 0,021 0,015 0,011
3 X 0,011 0,074 0,024 0,002 0,017
5cm Inter- 5 X 0,011 0,145 0,042 0,029 0,022
enxerto 222 6 X 0,016 0,030 0,022 0,015 0,011
1% X 0,017 0,090 0,042 0,035 0,029
4% X 0,018 0,110 0,059 0,050 0,038
1 X 0,017 0,021 0,018 0,015 0,011
2 X 0,036 0,034 0,031 0,027 0,018
30cm Inter- X 0,056 0,067 0,060 0,052 0,037
enxerto 222 6 X 0,009 0,051 0,034 0,029 0,019
3* X 0,016 0,130 0,046 0,037 0,029
4% X 0,052 0,091 0,038 0,040 0,036
2 0,031 0,035 0,090 0,047 0,038 0,030
0,228 0,067 0,043 0,035 0,019 0,010
Porta enxerto 0,043 0,116 0,074 0,029 0,024 0,014
222 0,020 0,037 0,033 0,029 0,021 0,016
1* 0,013 0,014 0,111 0,034 0,024 0,113
6* 0,032 0,089 0,134 0,064 0,049 0,287
2 0,020 0,024 0,030 0,024 0,019 0,015
0,036 0,034 0,060 0,029 0,020 0,016
Porta enxerto 4 0,012 0,026 0,055 0,022 0,022 0,014
Swingle 0,029 0,036 0,046 0,041 0,027 0,022
1* 0,030 0,028 0,123 0,064 0,055 0,052
6* 0,049 0,070 0,108 0,048 0,046 0,041

*Repeti¢des controle: Plantas que ndo receberam inoculagdo de Clas.

X: Analise ndo realizada devido ao atraso dos desenvolvimentos dos interenxertos.
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CAPITULO 4 - Consideracdes Finais e Conclusdes

E notério que o efeito do HLB esta relacionado diretamente ao desbalanco de
carboidrato no sistema fonte-dreno (Gonzalez et al., 2012), sendo que o acumulo de
amido nas folhas leva a disfungbes no floema e desintegragdo do cloroplasto
(Etxeberria et al., 2009; Folimonova e Achor, 2010) com efeitos significativos no
desenvolvimento do sistema radicular (Graham et al., 2013; Johnson et al., 2013). A
busca por resisténcia ou tolerancia a CLas e aos efeitos deletérios do HLB seja nos
genotipos copa ou porta-enxerto que compde a planta de citros tem sido objeto de
muita pesquisa recentemente, porém ainda sem um produto (Soares et al., 2020).
Efetivamente, acfes de mitigacdo baseadas em diminui¢do da transmissao natural do
patégeno por meio de reducdo da populacdo de vetor e reducdo da fonte de indculo
(Bassanezi et al., 2020), suplementadas ou nao pela utilizacdo de nutrientes ou
bioestimuladores, tém possibilitado a producdo comercial de frutas de citros. No
tocante a estratégia de mitigacdo por meio de suplementacdes minerais ou
bioestimulantes as respostas tém sido muito controversas mesmo na academia
(Gottwald et al., 2012; Xu et al., 2013; Shen et al., 2013; Castellano-Hinojosa et al.,
2021; Bassanezi et al., 2021). Porém, os trabalhos até entdo publicados, na grande
totalidade utilizaram-se de pomares ja plantados nos quais 0s porta-enxertos
comerciais sdo susceptiveis.

Neste trabalho, alguns gendtipos de citrandarins (hibridos do cruzamento entre
Poncirus trifoliata e tangerina Sunki) selecionados com base em informacgdes prévias
(Boava et al., 2015 e 2017; Curtolo et al., 2020) e sobre enxertados em plantas fontes
de laranjeira ‘Valéncia’ (Fig. S1 - Capitulo 2) contendo altas concentracdes de CLas
(3.43x10%to 1.63 x10° células/g de tecido) foram analisados em 4 periodos distintos
durante 12 meses para as variaveis de concentracdo de CLas e acumulo de amido.
Para alguns gendtipos também foi avaliada a presenca de calose. Semelhante aos
resultados anteriormente obtidos (Boava et al., 2017) classes diferenciais de
respostas a infecgdo por CLas foram obtidas. Notadamente, no presente trabalho, em
algum dos quatro periodos analisados, em todos os hibridos foi diagnosticado a
presenca de CLas o que denota a auséncia de imunidade. No entanto, a considerar a

condicao severa sob a qual os hibridos foram desafiados, para alguns genétipos ao
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longo do tempo de analise, houve um decréscimo no numero de repeticdes (plantas)
nas quais pode ser constatada a presenca de ClLas (hibridos H106, H109, H126,
H157, e H222), chegando a auséncia de infec¢do para o hibrido H106. Isso denota
uma resposta genética da planta a presenca do patégeno, porém ocorrendo apos a
infeccdo o que, de certo modo, confirma o fato de que as infeccbes por CLas séao
"insertas" em P. trifoliata (Folimonova et al., 2009; Ramadugo et al., 2016). Esta
hipotese tem como fundamento o trabalho de Albiach-Marti et al. (2004) que
demonstrou que o mecanismo de resisténcia de P. trifoliata ao CTV afetou os
mecanismos de replicacdo e formacdo da capa proteica, portanto ocorrendo apés o
estabelecimento da infeccdo do virus. Aqui, abre-se um caminho para a pesquisa
sobre o mecanismo de acéo de P. trifoliata apds a infec¢éo por CLas.

Em um outro experimento, o citrandarin H222, selecionado por conferir a copa
caracteristicas agronémicas que atendam a necessidade de producao e apresentar
auséncia de infeccéo por CLas por borbulha (Boava et al., 2017), foi usado como
porta-enxerto e interenxerto para 'Valéncia' inoculada com CLas. O citrumelo Swingle
foi usado como padrdo comparativo. Avaliou-se o desenvolvimento e titulo de CLas
nas raizes dos porta-enxertos. Tal como obtido no Capitulo 3, ndo foi observado
imunidade a ClLas deste gendtipo como porta-enxerto. No entanto, os efeitos
deletérios do HLB no desenvolvimento do sistema radicular foram significativamente
menores quando comparados aos sofridos pelo citrumelo Swingle. Analises
multivariadas dos dados de desenvolvimento do sistema radicular permitiram
compara-los aos resultados obtidos das plantas sadias (Fig.2, Capitulo 3). Tais
resultados abrem a possibilidade de uso experimental deste genoétipo, e outros ja
selecionados quanto a tolerancia a CLas, como porta-enxertos visando determinar 0s
efeitos de tratamentos com bioestimulantes ou nutrigéo diferencial na mitigacao frente
aos efeitos deletérios do HLB.

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢des experimentais aqui utilizadas
pode-se concluir que;

1. O conceito de imunidade (auséncia completa de infeccdo) ndo pode ser
aplicado a P. trifoliata assim como aos 14 gendétipos de citrandarins expostos a altas

de constante fontes de 'Candidatus Liberibacter asiaticus';
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2. A diminuicéo na frequéncia temporal de infeccdo de 'Candidatus Liberibacter
asiaticus' nos citrandarins H106, H109, H126, H157, e H222 pode estar relacionada a
uma reposta tardia do hospedeiro ap6s-infeccéo do patdégeno.

3. Dentre os gendtipos testados, os citrandarins H106, H109, H126, H157, e
H222 sdo os mais promissores em resposta a infeccéo por 'Candidatus Liberibacter
asiaticus'

4. Efeitos deletérios (massa, volume e concentracdo de 'Candidatus
Liberibacter asiaticus') da infec¢cdo de 'Candidatus Liberibacter asiaticus' em copa de
laranjeira 'Valéncia' foram menos acentuados no sistema radicular do porta-enxerto

citrandarin H222 quando comparado ao do porta-enxerto citrumelo 'Swingle'.
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