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TRANSMISSAO DE Candidatus LIBERIBACTER ASIATICUS POR Diaphorina
citri EM FOLHAS DESTACADAS DE CITROS

RESUMO

Huanglongbing (HLB) ou greening é uma doenca de dificil controle e altamente
destrutiva que, no Brasil, esta associada as bactérias Candidatus Liberibacter
asiaticus e Ca. L. americanus, transmitidas pelo inseto Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Psyllidae). Ca. L. asiaticus € atualmente a mais frequentemente
encontrada no campo. Este trabalho objetivou o aprimoramento de metodologia que
envolve o uso de folhas jovens destacadas de laranja doce (Citrus sinensis L.) para
estudos sobre a transmissdo de Ca. L. asiaticus por D. citri. Os experimentos
envolveram diferentes numeros de insetos adultos (1, 4 ou 8 individuos), diferentes
periodos de acesso a inoculacdo (PAIl) da bactéria (1, 24, 48 ou 72 horas) e
diferentes periodos de incubacéao (PI) da bactéria nas folhas (1, 7, e 15 dias) apds o
PAIl e comparacdo com a inoculagdo em mudas. Insetos e folhas foram avaliados
por qPCR para deteccdo e quantificacdo de Ca. L. asiaticus. Com PAI de 1 dia Ca.
L. asiaticus foi detectada, no total dos 3 Pls, em 19, 29 e 36% das folhas expostas,
respectivamente, a 1, 4 ou 8 insetos. Este aparente efeito de dose (aumento da taxa
de inoculacdo bem sucedida com o aumento no numero de individuos) foi ainda
maior quanto maiores foram os PAls e Pls. O método se mostrou util para estudos
da transmissdo de Ca. L. asiaticus por D. citri com as seguintes vantagens em
relacdo ao uso de plantas inteiras: menor tempo necessario para obtencdo dos
resultados, maior economia de material, drastica reducéo da area necessaria para a

conducédo dos experimentos.

Palavras chaves: huanglongbing, gPCR, inoculacdo, multiplicacdo de liberibacter
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“TRANSMISSION OF Candidatus LIBERIBACTER ASIATICUS BY Diaphorina
citri IN DETACHED LEAVES OF CITRUS”

ABSTRACT

Huanglongbing (HLB) or greening disease is difficult-to-control citrus disease that, in
Brazil, is associated bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus and Ca. L.
americanus, transmitted by insect Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae).
Ca L. asiaticus is currently the most frequently encountered in the field. This study
aimed to the upgrading of methodology that involves the use of detached young
leaves of sweet orange (Citrus sinensis L.) for studies on the transmission of Ca. L.
asiaticus by D. citri. The experiments involved different numbers of adult insects (1, 4
or 8 individuals), different inoculation access periods (IAP) of bacteria (1, 24, 48 or 72
hours) and different incubation periods (IP) of the bacteria on leaves (1, 7, and 15
days) after PAI and comparison with inoculation seedlings. Insects and leaves were
assessed by qPCR for the detection and quantification of Ca L. asiaticus. With PAI 1
day Ca. L. asiaticus was detected in all of the three IPs, 19, 29 and 36% of the
exposed leaves, respectively, at 1, 4 or 8 insects. This apparent dose effect
(increased rate of successful inoculation with the increase in the number of
individuals) was greater the higher were the PAls and Pls. The method proved useful
for studies of transmission of Ca L. asiaticus by D. citri with the following advantages
over the use of whole plants: less time needed to obtain the results, the largest
economy of material, drastically reducing the area required for conducting

experiments.

Additional keywords: Huanglongbing, gPCR, inoculation, multiplication liberibacter



13

1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira passou por grande desenvolvimento e expansao
durante o século XX, com essa expansao sendo acompanhada pelo surgimento de
diversos problemas associados ao ataque de doencas e pragas (DONADIO et al.,
2005), algumas de consideravel importancia por ocasionarem grandes perdas na
producdo de frutas. Dentre as doencas que fortemente afetam os citros na
atualidade, destacam-se a clorose variegada, o cancro, a leprose, a pinta preta, a
morte subita, e o huanglongbing (HLB), popularmente conhecido como “greening”. O
HLB é doenca de dificil controle, altamente destrutiva e ja relatada nas principais
areas produtoras de citros do mundo (HALBERT; MANJUNATH, 2004; SUTTON et
al., 2005; GOTTWALD, 2010; BASSANEZI; MONTESINO, 2011). Alta incidéncia nos
pomares levam a significativa diminuicdo na produtividade e consideravel aumento
nos custos de producéo (DA GRACA, 1991; BOVE, 2006; GOTTWALD, 2010).

O HLB esta associado a trés espécies de proteobactérias gram-negativas que
se desenvolvem no floema das plantas. Sdo denominadas Candidatus Liberibacter
africanus, Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus (JAGOUEIX et al., 1994; TEIXEIRA et
al., 2005). Sao disseminadas no campo por insetos, sendo o psilideo asiatico dos
citros, Diaphorina citri (Kuwayama) (Hemiptera: Psyllidae), o vetor de Ca. L. asiaticus
e Ca. L. americanus (CAPOOR et al.,1967; YAMAMOTO et al., 2006) ambas as
espécies encontradas nos pomares brasileiros (COLETTA-FILHO et al.,, 2004;
TEIXEIRA et al., 2005), e o psilideo africano Trioza erytreae (Del Guercio)
(Hemiptera: Psyllidae) o vetor de Ca. L. africanus (McCLEAN, et al.,1965).

O HLB tornou-se fator limitante para a producdo de citros aonde ocorre
porque todas as espécies de citros e suas variedades conhecidas sao suscetiveis e,
uma vez infectada, a planta ndo pode ser curada nem com aplicacdes de antibidticos

e nem por meio de poda dos ramos com sintomas (LOPES et al., 2007).
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A ndo adocdo em escala regional das praticas de manejo tem contribuido
ainda mais para o avanco da doenca, em especial na regido centro-sul do estado de
Séo Paulo. Levantamento amostral realizado em 2012 pelo Fundo de Defesa da
Citricultura - FUNDECITRUS, indicou que 6,91% das plantas de todo o parque
citricola paulista estavam expressando sintomas da doenca, representando aumento
de 82,8% em relacdo ao encontrado em 2011, quando foram estimados 3,78% de
plantas com sintomas. A regido central € a mais afetada com 9,89% das plantas
sintomaticas. A preocupa¢do com o aumento da doenca inibe investimentos para
ampliacao da area plantada. A doenca, encontrada primeiramente em S&o Paulo, ja
foi relatada também nos estados de Minas Gerais e Parana (FUNDECITRUS,
2013a).

As medidas de supressdao da doenca, baseadas na prevencao,
fundamentadas no plantio de mudas sadias e certificadas, na erradicagédo de plantas
sintomaticas e no controle do vetor, sdo onerosas e dificeis de serem
implementadas. Melhorias nas praticas de manejo virdo quando houver um melhor
entendimento de todo o patossistema o que, por sua vez, é dificultado em grande
parte por ainda ndo se conseguir cultivar em meios de cultura artificiais as bactérias
associadas a doenca (DAVIS et al., 2008; SECHLER et al., 2009).

Resultados de estudos sobre interacdo e transmissao de Ca. Liberibacter spp.
por D. citri tém sido variaveis e contraditorios. Tanto insetos na fase de ninfa quanto
adultos alimentando-se em plantas sintomaticas por periodos de 30 minutos a uma
hora (XU et al., 1988) podem adquirir a bactéria. J& o periodo de laténcia, ou seja,
periodo necessario para que o inseto se torne inoculativo, pode chegar a 21 dias em
insetos adultos, enquanto que as ninfas tornam-se inoculativas ja a partir do quarto
instar (XU et al., 1988). Baixas taxas de transmissdo da bactéria pelo inseto foram
relatadas em condi¢des experimentais, com a eficiéncia sendo maior em estadio de
ninfa, especialmente se se multiplicam em ramos com sintomas da doenca (HUANG
et al., 1984; YAMAMOTO, 2006; PELZ-STELINSKI et al., 2010).

O periodo de incubacéo, ou tempo entre 0 momento da inoculagéo pelo inseto
e a manifestacdo dos sintomas de HLB, é variavel. Desconhecem-se no momento
guais fatores envolvidos na manifestacdo e progressao dos sintomas. O clima,

principalmente a temperatura, parece ter papel preponderante (LOPES et al., 2009),
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bem como o nimero e tempo de alimentacdo dos insetos para o estabelecimento da
infeccgéo.

A caréncia de dados sobre o processo de estabelecimento e progressédo da
doenca se deve, em particular, & auséncia de métodos de pesquisa padronizados,
de baixo custo e que facilitem a condugéo dos estudos. Isto porque pesquisas desta
natureza envolvem grandes populac¢des do inseto e de plantas. A grande quantidade
de plantas requer também amplo espaco fisico com maiores dificuldades de controle
do ambiente.

Foi recentemente demonstrado que 0s processos de aquisicdo e transmissao
de Ca. L. asiaticus por D. citri podem ser estudados in vitro com o uso de folhas
destacadas ao invés de plantas inteiras (AMMAR et al., 2011). As dificuldades acima
mencionadas foram minimizadas além dos dados experimentais serem gerados em
menor tempo em relacdo ao uso de seedlings. Ao empregar somente partes da
planta houve economia de material vegetal e drastica reducéo da area necessaria
para os estudos. Tendo em vista o0s resultados preliminares promissores
apresentados pelos autores do método, este trabalho teve como objetivos testar sua
efetividade, promover ajustes se necessario, e avaliar aspectos da transmissao de

Ca. L. asiaticus por D. citri.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Huanglongbing (HLB, ex-greening)

O termo huanglongbing é chinés e significa "doenca do ramo amarelo”, em
referéncia aos sintomas foliares iniciais setorizados na copa (VAN VUUREN, 1996).
Nos ramos amarelos ocorrem folhas mosqueadas, ou seja, com coloracdo verde e
amarela sem limites claros entre elas.

Sao conhecidas atualmente trés espécies de proteobactérias Gram-negativas

associadas a doenca. Foram denominadas Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.)
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africanus, Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus, que colonizam o floema das plantas
(DAVIS et al., 2008; SECHLER et al., 2009). O termo Candidatus é usado por ndo se
ter informagBes genéticas, metabdlicas, fisiologicas, etc. E isto se deve ao fato
destas bactérias ainda ndo serem passiveis de cultivo em meios artificiais. A
impossibilidade de cultivo tem dificultado o fechamento do postulado de Koch. As
fortes evidéncias de que as liberibacters séo os agentes causais do HLB provém da
constante associacdo entre presenca de sintomas tipicos e presenca das bactérias.

Até 2004, eram conhecidas apenas duas espécies de Candidatus Liberibacter
associadas ao HLB, que eram Ca. L. asiaticus e Ca. L. africanus. Isto porque,
aparentemente Ca. L. americanus ndo ocorre nos paises asiaticos e africanos onde
as duas primeiras espécies estdo presentes ha muitas décadas. A terceira espécie
foi relatada até agora somente no Brasil. Foi considerada uma nova espécie por
causa das diferencas existentes ao nivel de DNA em relagcdo as outras duas
espécies até entdo conhecidas (TEIXEIRA et al., 2005).

Observagbes de campo e inoculacdes artificiais (LOPES; FRARE, 2008)
demonstram que todas as cultivares comerciais de laranja doce sao suscetiveis ao
HLB, o que aumenta os riscos de expansdo da doenca para todas as areas
produtoras. Também foi relatado que os titulos de Ca. L. asiaticus no tecido foliar (a
espécie mais prevalente nos dias atuais) ndo varia significativamente entre as
cultivares, confirmando a similaridade nos niveis de suscetibilidade (LOPES et al.,
2010).

Os sintomas caracteristicos do HLB estdo associados ao colapso dos vasos
do floema, com obstrucdo do fluxo de translocacdo das substancias
fotossintetizadas pela colonizacdo de Ca. Liberibacter spp. (ACHOR et al., 2010).
Ocorre a reducdo na altura da planta, amarelecimento e mosqueado nas folhas e
sintomas similares aos induzidos por deficiéncia de zinco e ferro. Com o tempo as
folhas caem e os ramos secam (BOVE, 2006). Os frutos produzidos em ramos com
sintomas sdo menores, deformados, com a inversdo das cores, tém uma alta taxa de
aborto de sementes e abscisdo prematura. O sistema radicular também apresenta-
se pouco desenvolvido (DA GRACA, 1991). O tempo necessario para manifestacao
dos sintomas pode variar dependendo da forma de transmissdo do patégeno. Varia

de quatro meses a um ano se a infeccdo for feita por meio de enxertia de ramos
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doentes (LOPES; FRARE, 2008), e em geral oito meses se a infeccdo ocorrer por
meio de psilideos infectivos (HUNG et al., 2001). Este longo e variavel periodo de
incubacao dificulta a deteccéo de plantas doentes no campo e a adogao das préaticas
de manejo (LOPES et al., 2006).

O controle da doenca vem sendo baseado em medidas preventivas, uma vez
gue ndo existe cura para uma planta com HLB. Para reduzir os danos a cultura e
impedir sua disseminacdo para areas de cultivos livres da doenca, as medidas se
baseiam no plantio de mudas sadias adquiridas de viveiros certificados, controle
qguimico do vetor e erradicacdo de plantas sintomaticas para reducdo das fontes de
in6culo (GOTTWALD, 2010).

AvaliacOes sobre o efeito da doenca em diferentes regides do mundo com
producéo expressiva de citros, incluindo-se o estado de Sdo Paulo, demonstram que
pomares adultos inteiros podem tornar-se inviaveis economicamente entre sete e
dez anos ap0s o aparecimento da primeira planta com sintomas, se as medidas de
controle existentes ndo forem empregadas (GOTTWALD et al., 2007). Esse tempo &
ainda consideravelmente menor em pomares de até quatro anos. Na China,
pomares mais velhos sdo mais resistentes ao HLB, talvez porque os sintomas
progridem aparentemente mais lentamente em plantas adultas (LIN, 1963).
Resultados semelhantes foram observados no Brasil em fazendas aonde medidas
de controle ndo eram adotadas (BASSANEZI, 2008).

Os agentes associados ao HLB séo considerados, portanto, uma ameaca ao
desenvolvimento da citricultura em todo o mundo. Tem havido reducédo nas areas
produtoras de laranja em diversos paises. Em algumas areas os cultivos de citros
tém sido substituidos por culturas de menor risco de ocorréncia de problemas
fitossanitarios, mas também de menores retornos financeiros. E o caso da regi&o
central do estado de Sdo Paulo, ainda com grande pressao de in6culo do HLB,
aonde os plantios de laranja vém sendo substituidos pelos de cana de agucar.

Perdas de produtividade vem sendo relatadas nos pomares citricolas de todo
0 mundo. SO no estado de Sdo Paulo 7,2 milhdes de plantas foram erradicadas
durante o ano de 2012, de acordo com informacdes colhidas nos relatérios
fornecidos pelos préprios citricultores a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
estado de S&do Paulo (FUNDECITRUS, 2013b).
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2.2. Diaphorina citri

No manejo da doencga, destaque deve ser dado ao inseto D. citri. Quando em
grandes populacgdes, D. citri pode danificar as plantas diretamente por meio de
picadas sucessivas durante a alimentacdo, quando aparentemente injetam toxinas
gue levam ao enrolamento das folhas novas, engruvinhamento das brotacdes e
morte das gemas apicais (MEAD, 1977). E através da excrecdo liberam grande
guantidade de elementos liquidos acucarados (“honeydew”) que propicia o
crescimento de fumagina que, por sua vez, interfere na atividade fotossintética da
planta e prejudica visualmente a qualidade dos frutos (WANG et al., 1996). No
entanto, € o fato de transmitir as bactérias do HLB que o tornam o mais temido
inseto nas regifes de cultivos de citros aonde o HLB ja foi encontrado. E ele que
durante a alimentacdo adquire a bactéria nos vasos do floema da planta doente e a
transmite para a planta sadia (HUNG et al., 2004).

D. citri tem seu centro de origem o sul da Asia (HOLLIS, 1987; HALBERT;
MANJUNATH, 2004; BEATTIE; BARKLEY, 2009). Sua disseminag¢do ocorreu de
forma natural, associado as atividades humanas. Ocorre em regides tropicais,
subtropicais, e em algumas regifes temperadas da Asia, ilhas do Pacifico e do
Oceano Indico. No Brasil foi relatado em 1940 (COSTA LIMA, 1942). Pela sua
habilidade de voo, grande fecundidade das fémeas e possuir diversas plantas
hospedeiras, possui alta capacidade de adaptacdo e exploracdo de diversos
ambientes (AUBERT, 1987). A dispersdo a longas distancias pode ocorrer por
repetidos voos a curta distancia (ARAKAWA; MIVAMOLO, 2007) ou pelo auxilio de
correntes de vento (SAKAMAKI, 2005).

Quando atingem a idade adulta, os insetos medem de 2 a 3 mm de
comprimento, saltam a curtas distancias, e quando em repouso sobre a planta
flexionam o primeiro par de pernas ficando num angulo de 30° a 45° em relagéo a

superficie que se encontra (FERNANDEZ, 2003). Tem vida média de 2 a 3 meses
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em condi¢cbes adequadas de temperatura (x 27 °C), umidade e fonte de alimento
(RICHARDSON; HALL, 2012). Para atingir a fase adulta, o inseto passa por 5
instares, com a fémea chegando a colocar de 500 a 800 ovos durante toda a sua
vida (TSAI; LIU, 2000; NAVA et al., 2007).

A flutuacéo populacional do psilideo esta diretamente relacionada a presenca
de brotacdes e condi¢cdes ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento (GALLO et
al., 2002; HALL et al., 2008). O inseto adulto se alimenta em caules jovens e folhas
de todas as fases de desenvolvimento, mas tem preferéncia para oviposicado em
brotos novos. As ninfas se desenvolvem em estadios vegetativos iniciais e se
alimenta em folhas novas (TSAI; LIU, 2000).

Nos periodos de maior precipitacéo, a populacdo de D. citri diminui devido a
eliminacdo de ovos e ninfas pela agua das chuvas. No entanto, os adultos
conseguem se proteger no interior da copa das arvores e na parte abaxial das
folhas, levando a altas populacbes quando as condicdes favoraveis se
reestabelecem (REGMI; LAMA, 1988; WHITESIDE et al., 1993).

Ca. Liberibacter spp. mantém uma relacao persistente com o vetor, ou seja,
uma vez adquirida possui a capacidade de se replicar no sistema circulatério do
inseto e, consequentemente, ser disseminada durante toda a vida do mesmo (XU et
al., 1988; HUNG et al., 2004). Baixas taxas de transmisséo foram relatadas, as quais
sdo compensadas pela alta taxa de multiplicacdo do inseto na presenca de fontes de
alimento, que leva a grande taxa de inoculacdo. A eficiéncia € maior com ninfas,
especialmente se se multiplicam em ramos com sintomas da doenca (HUANG et al.,
1984; YAMAMOTO, 2006; PELZ-STELINSKI et al., 2010).

Insetos adultos podem adquirir a bactéria alimentando-se em plantas
sintomaticas de 30 minutos a uma hora (XU et al., 1988). J4 o periodo de laténcia ou
multiplicacdo da bactéria no tecido do inseto até atingir as glandulas salivares e este
se tornar infectivo podem variar de 8 a 21 dias (ROGERS et al., 2012). Na fase de
ninfa, podem adquirir o patdégeno a partir do segundo instar quando desenvolvem-se
em ramos de plantas infectadas, no entanto somente ninfas de quarto e quinto
instares sdo capazes de transmissdo (XU et al., 1988; INOUE et al., 2009; PELZ-
STELINSKI et al., 2010). As fémeas de D. citri infectadas transmitem Ca. L. asiaticus
para 2 a 6% da progénie (transovariana) (PELZ-STELINSKI et al., 2010), e machos
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infectivos transmitem a bactéria para as fémeas durante o acasalamento (MANN et
al., 2011).

O controle do vetor esta baseado principalmente no uso de defensivos
quimicos. O controle requer uso intensivo e constantes aplicacées de inseticidas,
que aumentam ainda mais os custos de producéo. E baseado na avaliagdo amostral
para a deteccdo do inseto e tomada de deciséo. A inspec¢édo é feita por vistorias dos
pomares, evitando-se com isto aplicacdes desnecessarias de produtos quimicos que
podem ter efeitos negativos ao meio ambiente, insetos benéficos, contaminacdo do
solo e da agua e levar a ocorréncia de resisténcia do inseto alvo a moléculas
guimicas (BASS; FIELD, 2011; TIWARI et al., 2011).

Trabalhos de controle biolégico do vetor com uso de agentes biolégicos vém
sendo desenvolvidos, com uso principalmente do parasitoide Tamarixia radiata
(Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae) (HALBERT; MANJUNATH, 2004). Contudo,
0 uso de inimigos naturais ndo vem sendo usado nos pomares por causa das
constantes aplicacdes de defensivos (PARRA et al., 2010).

Aplicacbes de inseticidas reduzem as populacdes de D. citri, as ndo tem
contribuido para diminuir a disseminacdo do HLB (GOTTWALD, 2007; BERGAMIN-
FILHO et al., 2009; ICHINOSE et al., 2010).

2.3. Folhas destacadas

O uso de folhas destacadas € amplamente empregado em fitopatologia
especialmente nas areas de virologia, bacteriologia e micologia. Foi inicialmente
empregada em estudos de fisiologia vegetal, como absorcdo de agua, transpiracao,
respiracdo e fotossintese. Os fitopatologistas comecaram a utiliza-la em testes de
inoculacdo e em estudos sobre a fisiologia do parasitismo (YARWOOD, 1946). Seu
emprego teve inicio na década de 50 quando foram inoculados com sucesso folhas,
frutos, raizes e flores, entre outras (CLINTON; McCORMICK, 1924). Houve
modificacdes e aprimoramentos na técnica ao longo do tempo apresentando como

caracteristicas a simplicidade e efetividade na obtencéo dos resultados. Nos ensaios
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obtidos utilizando partes das plantas apresentaram resultados similares aos obtidos
usando plantas inteiras.

Hoje seu uso é comum em avaliacdo da patogenicidade de diversos
microrganismos, e em testes de resisténcia do hospedeiro. Neste caso emprega-se
folhas inteiras ou partes delas, as quais sdo mantidas dentro de placas de petri ou
outros recipientes, sobre papel de filtro umedecido ou imerso em agua ou solucdes
de sacarose (SILVERMAN, 1957; BROWDER, 1964). Também podem, dependendo
das necessidades, incluir fungicidas especificos como o benzimidazol, e hormbénios
vegetais como cinetina, ou inibidores de sintese de horménios. O método tem sido
tdo eficiente quanto os que empregam plantas inteiras em casa de vegetacao ou
campo, com a vantagem de permitir estudos de fitopatdbgenos quarentenarios em
condicdes de laboratorio (HOOKER; YARWOOD, 1966; WILCOXSON et al., 1974).

Mignucci (1978) descreve o uso de folhas destacadas também para manter e
aumentar populacbes de nematoides em estudos de heterotalismo. Folhas
destacadas também sdo empregadas na manutencdo de isolados ou racas de
parasitas obrigatérios, grupo de organismos que inclui as ferrugens, mildios e oidios,
nao cultivaveis em meios de cultura artificiais. Esses agentes biotréficos podem ser
mantidos em oOrgdos destacados das plantas em colecbes de laboratorios para
pesquisa de fisiologia, ecologia e diversidade genética.

O método tem como vantagens a economia de espaco e material vegetal
possibilitando emprego elevado numero de repeticdes, a facilidade de controle e
manipulacdo de fatores ambientais, reducdo das chances de contaminacdo do
material em estudo e do local onde o trabalho é desenvolvido, uniformidade
experimental, e facilidade nas observacbes (YARWOOD, 1946; HOOKER,;
YARWOOD, 1966; TUITE, 1969; MIGNUCCI, 1978). No entanto o método tem como
fatores limitantes murchamento, senescéncia relativamente rapida dos tecidos e
apodrecimento, dificultando estudos que requerem periodos de tempo mais longos
(CLINTON; McCORMICK, 1924; YARWOOD, 1946). Mas estes sdo fatores que
variam entre espécies vegetais, necessitando estudos detalhados prévios sobre as
condicBes ideais para aumento da longevidade do material.

Ammar et al. (2011a) relatou que os processos de aquisi¢do e inoculacédo de

Ca. L. asiaticus por D. citri podem ser também estudados in vitro, utilizando folhas
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destacadas. Resultados preliminares foram apresentados na Segunda Conferéncia
Internacional sobre Pesquisas com HLB, em Orlando na Flérida. Resultados
conclusivos foram publicados mais recentemente (AMMAR et al., 2013). No estudo,
0s autores avaliaram diversos aspectos do processo de transmissdo da bactéria do
HLB. O método permitiu, por exemplo, avaliar a influéncia do nimero de insetos e o
tempo de exposicdo das folhas aos mesmos necessérios para efetiva inoculagdo da
bactéria. O tempo para obtencao dos resultados foi reduzido de 8 meses (quando
usadas plantas) para apenas 2 semanas quando utilizando folhas destacadas. Além
disso a area experimental foi drasticamente reduzida e promoveu maior facilidade de
controle das condicbes ambientais. O método mostrou-se util nos estudos de
inoculacao de liberibacter por D. citri e promissor para estudos sobre os demais
aspectos envolvidos no patossistema do HLB. Este trabalho teve, portanto, como
objetivos promover aprimoramento ao método e estudar outros aspectos da
transmissao da bactéria e influéncia do periodo de incubacéo no estabelecimento da

infeccéao.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aprimoramento do método de folhas destacadas

3.1.1. Criacédo de Diaphorina citri

Os insetos utilizados no estudo foram provenientes da criacdo do
Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento do FUNDECITRUS, localizada em
Araraquara-SP. Populacdes de adultos foram mantidos por varias geracdes em
plantas de citros (laranja Valéncia [Citrus sinensis (L.)] enxertadas em limdo cravo
[Citrus limonia (Osbeck)]), sintomaticas e positivas para Ca. L. asiaticus determinada

por PCR em tempo real ou quantitativo (QPCR). Plantas e insetos foram mantidos
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em camaras de crescimento a temperatura constante de 26°C. Lotes de insetos
foram testados por qPCR antes de cada experimento para confirmacao da presenca
e estimativa dos titulos de Ca. L. asiaticus.

Os insetos livres de Ca. L. asiaticus (controle) foram criados segundo técnica
de criacdo adaptada de Gomez-Torres (2009), em plantas de murta (Murraya exotica
L.) sadias, sendo essa a espécie preferencial de D. citri para alimentacdo e
oviposicao (AUBERT, 1987; NAVA et al., 2007). Insetos foram mantidos nas plantas
a temperatura ambiente e rotineiramente amostrados para confirmacédo da auséncia
de Ca. L. asiaticus.

Os insetos foram transferidos para as folhas, por meio de sugador manual e
avaliados quanto a taxa de sobrevivéncia apos periodos variaveis de confinamento,

de acordo com cada experimento.

3.1.2. Manutencdao de plantas citricas

Plantas sadias de laranja Valéncia, em numero de 12, enxertadas em limao
Cravo, com 3 anos de idade (Figura 01), foram cultivadas em vasos de 50L
contendo o substrato comercial Plantmax citrus (Eucatex, Paulinia, SP) e mantidas
em estufas protegidas com telas antiafidicas e livres de insetos. A irrigacao foi
realizada 4 vezes por semana e, uma vez por semana, foi feito o manejo nutricional
das plantas através da fertirrigacdo contendo os seguintes fertilizantes em g 1000L!
de agua: nitrato de calcio= 900, nitrato de potassio= 300, MAP= 70, sulfato de
magnésio= 260, cobre-acido etileno diamino tetracético (EDTA) (14,5% Cu)= 10,
Zinco-EDTA (14% Zn)= 7, Manganés-EDTA (13% Mn)= 5, Acido Bérico= 3,5,
Molibdato de Amoénio= 0,3, Ferro- acido dietileno diamino hidroxidofenilacético
(EDDHA) (6% Fe)= 50.

As plantas foram podadas de forma escalonada para producdo de novos
fluxos vegetativos, de acordo com a necessidade e o calendario de instalacdo dos

experimentos. Foram empregadas folhas no estadio V4, segundo a escala da Stoller
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(STOLLER, 2013) que proporciona condi¢cdes necessérias para alimentacdo dos

insetos (Figura 02).

Figura 1. Plantas de laranja Valencia cultivada sobre o porta-enxerto
liméo Cravo com trés anos de idade, mantidas em ambiente protegido,

livre de insetos.
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3.1.3. Sobrevivéncia das folhas em diferentes estadios vegetativos

O ensaio foi conduzido empregando-se o0s procedimentos estabelecidos
previamente e de acordo com o demonstrado por Ammar (2011). Neste experimento
foi avaliada a sobrevivéncia das folhas em diferentes estadios vegetativos. Folhas
nos estadios V3, V4 e V5 seguindo a escala fenolégica da Stoller, foram retiradas do
mesmo ramo vegetativo de plantas sadias. As folhas foram removidas usando-se
lamina de bisturi esterilizado. Foram retiradas juntamente com o peciolo e parte do
caule, cortado em bizel para proporcionar maior area de absor¢cdo de agua, e
transferidas para tubos de polipropileno com fundo coénico de 50 mL, contendo 15
mL de agua Milli-Q esterilizada. As folhas foram fixadas no centro do tubo, por um
disco de papel de filtro de 8 cm de diametro, servindo como suporte para a folha e
para evitar o contado dos insetos com a agua. O volume da agua foi completado
sempre que necessario. Os tubos foram mantidos em grades-suporte em camaras
de crescimento com temperatura de 26°C, 50% de umidade relativa e fotoperiodo de
12 horas (Figura 8).

Foi determinado o tempo maximo de sobrevivéncia de cada estadio, com
observacao visual da cor e turgidez. As folhas foram consideradas inapropriadas
para os estudos quando se apresentaram murchas, amareladas e/ou com a maior
parte da area foliar apresentando necrose ou oxidacdo. O indice de sobrevivéncia
das folhas em cada tratamento consistiu no periodo de tempo em que 50% das
folhas apresentavam pelo menos uma das caracteristicas citadas anteriormente. Os
estadios vegetativos representam o0s tratamentos e cada tratamento possui 10

repeticoes.
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3.1.4. Efeito de solucao nutritiva na sobrevivéncia e longevidade das folhas

Folhas no estadio V3 e V5 foram transferidas para tubos de polipropileno de
50mL, seguindo metodologia ja descrita no item 3.1.3. Foram comparadas agua e
solucdo nutritiva (meio MS) para cultura de células vegetais (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) para tentar manter por maior tempo possivel a turgidez e coloracao
verde das folhas. Os tratamentos foram avaliadas sob duas formas de aplicagéo,
direta em contato com o caule e peciolo e embebida em algodao envolto na regido
do caule e parte do peciolo (Figura 3). Agua e soluc&o nutritiva foram completadas
sempre que necessario. Os tubos foram mantidos em bancadas a temperatura
ambiente (26°C+2). A avaliagdo foi realizada diariamente observando caracteristicas

como cor, turgidez e senescéncia foliar.

Figura 3. (A) Folha em estadio V4 (escala da Stoller) com peciolo e parte do caule, utilizada
nos ensaios. (B)Tubos de polipropileno de 50 ml, contendo uma folha destacada de citros
com peciolo e parte do caule imersa em &gua, sustentada por disco de papel filtro. A
abertura dos tubos foi envolta tela antiafidica fixada com eléstico para evitar a saida dos
insetos e permitir trocas gasosas entre o material vegetal e o meio.
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3.1.5. Curva de sobrevivéncia de D. citri em folhas destacadas

Insetos adultos criados em plantas doentes, em lotes de 4 e 8 insetos, foram
transferidos com sugador manual para tubos polipropileno de 50 mL usando os
procedimentos descritos no item 3.1.3. A abertura superior dos tubos foi envolta com
um pedaco de tela antiafidica fixada com elastico para evitar a saida dos insetos e
permitir trocas gasosas do material vegetal com o meio. Os tubos foram
acondicionados em grades suporte, deixados em bancadas a temperatura ambiente
(26°C+2) e fotoperiodo de 12 horas. A avaliagéo foi realizada diariamente durante
um periodo de 15 dias, onde foi observado visualmente a cor, turgidez e
senescéncia do material vegetal, caracteristicas que determinam a qualidade
fisiologicas das folhas destacadas e influenciam na alimentagcdo dos insetos. Para
avaliar a sobrevivéncia e alimentacdo de D. citri, foram contados os insetos vivos,
gue estavam na posicdo em que denota estarem se alimentando, quando se
posicionam num angulo de 30° a 45° com a superficie da folha. E os que néo
estavam em posicdo de alimentacdo, caminhando sobre o material vegetal ou
presentes em outras partes do tubo, e os insetos mortos. Foi avaliado a correlacéo
entre a qualidade e manutencdo das caracteristicas morfologicas das folhas com a

sobrevivéncia dos insetos.

3.2. Uso do método para estudos de transmisséo de Ca. Liberibacter por D.
citri

3.2.1. Teste preliminar de inoculacéo e aquisicao

Folhas no estadio V4 oriundas de plantas sadias e de plantas doentes foram
transferidas para tubos seguindo a metodologia descrita no item 3.1.5, para avaliar a

inoculacdo e aquisicdo de Ca. L. asiaticus. Insetos qPCR+ (que contém a bactéria,



28

confirmado por gPCR) e insetos gPCR- (livres da bactéria), retirados de colénias de
criacdo, foram transferidos segundo cada tratamento: insetos gPCR+ para folhas de
plantas sadias (inoculacdo) e insetos qPCR- para folhas de plantas doentes
(aquisicao). Os insetos foram mantidos por sete dias em temperatura ambiente
(26°C £2). Insetos e folhas posteriormente tiveram seu DNA extraido e amplificados
por qPCR.

3.2.2. Numero minimo de adultos de D. citri e tempo minimo necessario para

inoculagédo de Ca. L. asiaticus

Insetos adultos gPCR+ para Ca. L. asiaticus, foram confinados em tubos de
polipropileno de 50mL contendo folhas destacadas provenientes de plantas de citros
sadias como determinado no item 3.13. Para avaliacdo foram utilizados insetos em
namero de 1, 4 e 8 foram mantidos por 1, 7, 15 e 21 dias para acesso a inoculagao
(periodo de acesso a inoculacao ou PAI) e as folhas mantidas por 7, 15 e 21 dias
para incubacéo (periodo de incubacéo ou PI) ou multiplicacdo de Ca. L. asiaticus.

A avaliacdo dos insetos e do material vegetal foi feita diariamente até o
término do experimento. No final de cada PAI o material vegetal foi processado para
extracdo de DNA (itens 3.3.1 e 3.3.2) e analisado por gPCR (item 3.3.3).

3.2.3. Influéncia do nimero de insetos e periodo de acesso a inoculacéo e

incubacao para deteccao de Ca. L. asiaticus nas folhas

Insetos adultos gPCR+ de D. citri, em numero de 4, foram confinados
seguindo metodologia descrita no item 3.1.3. Foram confinados em folhas para PAI
de 24 e 72 horas e as folhas incubadas por 7 e 15 dias de Pl para se avaliar a
influéncia do PAIl e do Pl na taxa de transmissdo e na multiplicacdo de Ca. L.

asiaticus.
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3.2.4. Eficiéncia da inoculacdo de folhas destacadas e folhas mantidas na
planta

Mudas de laranja Valencia enxertadas em limado Cravo, com trés meses de
idade, acondicionadas em sacos plasticos de 4 litros, foram podadas e transferidas
para camaras de crescimento a temperatura constante de 38°C, para acelerar a
emissao e desenvolvimento de novos brotos. As duas folhas que primeiro atingiram
os estadios V4 ou V5 em cada planta foram selecionadas e as restantes removidas.
Uma das folhas foi retirada com auxilio de tesoura de poda, cortada em bizel com
parte do caule e transferida para tubos de polipropileno de 50 mL (Figura 4). A outra
folha foi deixada intacta na muda e envolta com tela antiafidica, presa com arame na
base do caule (Figura 5). Foram transferidos para interior dos tubos contendo as
folnas destacadas e para as plantas (no interior dos sacos de “voil’) 5 insetos
adultos de D. citri gPCR+. Os insetos foram mantidos por 3 dias de PAI e as folhas
foram deixadas por 7 e 15 dias de Pl da bactéria. As folhas na mudas e nos tubos
foram transferidos para camara de crescimento a temperatura constante de 26°C,

50% de umidade relativa e fotoperiodo de 12 horas.

3.3. Avaliacdo dos experimentos

3.3.1. Extracdo do DNA do material vegetal

Amostras de DNA foram extraidas de folhas no estadio V4. Foi pesado 0,5¢
de material vegetal, picados sobre papel toalha com lamina e colocados em sacos
de BAG plastico. Foram adicionados 3,0 mL de tampdo de extracdo (CTAB 20gq,
NaCl 82g, PVP 10000 20g, H.O 400mL, 100 mL de Tris 0,1 M pH 8,0 e EDTA 0,5 M
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pH 8,0, adicionado B-mercaptoetanol em uma proporgéo de 0,2%) e macerado com
macerador Homex.

' O

Figura 4. Confinamentos de insetos adultos de D. citri gPCR+ em folhas
destacadas de laranja doce da variedade Valéncia, mantidos em camara de

crescimento a temperatura constante 26°C, umidade relativa 50% e
fotoperiodo de 12 horas.

Figura 5. Mudas de citros com 3 meses de idade mantidas com uma folha.
Folha mantida na planta envolta com tela antiafidica em formado de saco,
presa no caule com arame.
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Em seguida, 1,5 mL do macerado (tanto parte liquida quanto a solida) foi
transferida para tubos eppendorf de 2,0 mL, e incubado em banho maria a 65°C por
30 min. As amostras foram centrifugadas a 152949 por 5 minutos. Volume de 900 uL
do sobrenadante foi recuperado e transferido para outro tubo eppendorf de 2,0 mL.

Posteriormente foram adicionados 900 uL de cloroférmio Alcool Isoamil (24:1),
homogeneizado por inversdo do tubo e centrifugado a 15294g por 5 min. Foram
recuperados 800 puL do sobrenadante e transferidos para eppendorf de 1,5 mL. O
DNA foi entdo precipitado pela adicdo de 0,6 vezes o volume de isopropanol (480
ML), homogeneizando levemente pela inversao dos tubos e mantidos a -4°C por 30
minutos ou ‘overnight’. As amostras foram centrifugadas a 15294g durante 20 min.
para formacao do precipitado, em seguida foram lavadas duas vezes com 0,9 mL de
etanol 70%, e centrifugado a 15294g por 10 min. Posteriormente, o DNA foi
desidratado por 6 min em speed-vac e ressuspendido em 50 yL de agua Milli-Q

autoclavada e armazenado a 4°C.

3.3.2. Extracao do DNA de insetos

Os DNAs dos insetos foram extraidos individualmente. Os insetos foram
macerado em tubos eppendoff de 1,5 mL contendo 400uL de tampao de extracao
(CTAB 20g, NaCl 82g, PVP 10000 20g, H20 400mL, 100 mL de Tris 0,1 M pH 8,0 e
EDTA 0,5 M pH 8,0, adicionado 3-mercaptoetanol, em uma proporcéo de 0,2%) com
pistilo para microtubos. Em seguida, foi incubado por 30 min em banho maria a 65°C
e centrifugados a 956g por 5 min. Foram recuperados das amostras 350 pL do
sobrenadante e transferido para novo eppendorf e adicionado igual volume (350 pL)
de Cloroférmio Alcool Isoamil (24:1), homogeneizandos a solu¢cio composta por
inversdo dos tubos e centrifugados a 15294g por 10 min. Em seguida foram
recuperados 300 uL do sobrenadante transferido novamente para eppendorf e

tratados com 0,6 vezes o volume de Isopropanol (180ulL), homogeneizando
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levemente a solugao pela inversao dos tubos e deixado durante 30 min a —20°C ou
em “overnight”. Posteriormente foi centrifugado a 15294g por 20 min, para formacao
do precipitado e descartado o sobrenadante. O precipitado foi lavado duas vezes
com 900 pL de etanol 70% e centrifugado a 15294g por 10 min. E seguida foi
desidratado por 6 min no speed vacuo e ressuspenso em 25 uL de H20 Milli-Q
autoclavada e deixado em overnight a 4°C.

3.3.3. PCR gquantitativo (qPCR)

Para os ensaios de qPCR, o DNA foi previamente diluido em agua Milli-Q
autoclavada para uma concentragao final de 100 ng/uL. Para a amplificagdo via
gPCR foi utilizado o aparelho StepOne Plus thermocycler (Applied Biosystems) do
Laboratorio de Pesquisa e Diagnose do FUNDECITRUS. Para a amplificacdo foi
utilizado um Kit da Applied BiosystemsR denominado SYBR Green PCR Master Mix,
gue é um composto fluorescente que se liga entre a fita dupla de DNA, e com
excitacdo da luz emitida pelo sistema otico do termociclador, emite fluorescéncia
verde. Durante os ciclos consecutivos do qPCR, a quantidade de DNA fita dupla se
eleva de maneira exponencial, monitorando o0 aumento da quantidade de
fluorescéncia combinada a geracdo de amplicons durante os ciclos da fase
exponencial (LUZ, 2004). Para cada reacao foi utilizado uma quantidade de 25 pL do
mix: 1x master mix, 150 nM de cada primer de Ca. L. asiaticus f-rpILAS (5° CGC
CCGTTT CCG TTG 3’) e rrplLAS (5 AGC CTC TTT AAG CCC TAA ATC AG 3’) (LI
et al., 2006) e 500 ng do DNA gendmico. Para amplificacdo do DNA, o programa
utilizado consistiu em 95°C por 10 min e 45 ciclos de 95°C por 15s e 58°C por 60s.
Cada amostra de DNA foi avaliada em duplicada para o calculo da média dos
valores referentes ao numero de ciclos de PCR. A analise dos dados foi feita no
software do mesmo aparelho StepOne Plus. O ponto que detecta o ciclo na qual a
reacdo atinge o limiar da fase exponencial € denominado de Cycle Threshold (CT),
ponto que permite estimativa da quantidade de fluorescéncia de cada amostra
(NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).
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3.3.4. Quantificacdo e forma de andlise dos resultados

O delineamento de todos os experimentos foi o inteiramente casualizado.
Para quantificacdo dos titulos bacterianos os valores de Ct (‘Cycle threshold’),
obtidos por gPCR foram convertidos no logaritmo do nimero de genomas de Ca. L.
asiaticus por grama de tecido, empregando-se uma curva de titulacdo ja definida
(Figura 6) (LOPES et al., 2013). Como o gene alvo usado no gPCR ocorre em cépia
unica no genoma de Ca. L. asiaticus, pode se afirmar que o log do namero de
genomas se equivale ao log do numero de células de Ca. L. asiaticus. Foram
considerados positivos, valores obtidos de Ct por gPCR quando < 34,0, determinado
com base na curva de quantificacéo para determinar a concentracao da bactéria.

Quando cabivel, as médias dos valores de Ct foram comparadas entre
tratamentos apds determinacdo da disperséo dos valores dentro de cada tratamento

em relacdo a média usando-se o erro padréo.
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Figura 6. Curvas padréo para quantificagdo de ‘Ca. L. asiaticus’ em plantas (A) e D. citri (B)
(LOPES et al., 2013).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Aprimoramento do método de folhas destacadas

4.1.1 Sobrevivéncia das folhas em diferentes estadios vegetativos

Folhas em estadio V3 foram as que apresentaram menor longevidade, com
tempo maximo de 4 dias mantidas fora da planta (Figura 6). A partir do segundo dia
ja se observava sinais de senescéncia com os foliolos destacando-se do broto,
oxidacdo das bordas das folhas e murchamento. Apesar de ser esse 0 estadio
preferido para alimentacéo de D. citri, o curto periodo de sobrevivéncia inviabilizaria
seu uso em estudos de inoculacdo em folhas destacadas, conforme demonstrado
neste trabalho item 4.2.3 (Tabela 2) que deve ser de no minimo 7 dias. No entanto,
podem ser empregados em estudos de aquisi¢cdo, que exigem periodos de tempo
menores (1 a 2 dias), conforme também demonstrado neste trabalho e ja empregado
por Lopes et al. (2013).

As folhas em estadio V4 e V5 ndo apresentaram diferenca significativa quanto
ao tempo de sobrevivéncia. As folhas no estadio V4 sobreviveram intactas por 23 e
as do estadio V5 por 28 dias. As caracteristicas manifestadas pelas folhas nesses
estadios foram oxidacdo nas bordas, amarelecimento do limbo, murchamento, e
‘desligamento’ do peciolo ou do fragmento de caule. Foi possivel caracterizar que
guanto mais velha a folha, nesse caso estadio V5, sobreviveram por mais tempo

guando destacada da planta de citros (Figura 6).
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4.1.2. Efeito de solucao nutritiva (MS) na sobrevivéncia e longevidade das

folhas

ApoOs a escolha do estadio vegetativo a ser utilizada nos estudos, foi instalado
experimento para avaliar a vida util das folhas tentando proporcionar manutencédo da
umidade, longevidade, absorcdo de nutrientes e &gua pelas folhas. Foram
comparadas 2 tratamentos: a agua e a solucdo mineral nutritiva (meio MS) em duas
formas de aplicagdo, direta em contato com a folha e embebidas em algodao. As
folnas em que foram mantidas na solucéo nutritiva, nas duas formas de aplicagéao,
apresentaram logo a partir do segundo dia a presenca de microrganismos que foram
observados pela mudanca na colocacédo da solucdo presente no tubo. No final do
sétimo dia, as folhas apresentaram apodrecimento do caule e do peciolo que
estavam em contato com a solugéo, necrose e murchamento da bainha foliar.

A 4gua apresentou os melhores resultados, com tempo de sobrevivéncia da
folha avaliado até 21 dias quando aplicado de forma direta (Figura 6). Quando
embebida em algodédo, a agua evaporou de forma rapida, foi necessario reposicao
constante da agua para evitar o murchamento e seca das folhas mais rapido quando
comparado com o tratamento em que a agua foi aplicado em contato direto com a
folha.

4.1.3. Curvade sobrevivéncia de D. citri em folhas destacadas

Esse experimento mostrou existir relacdo diretamente proporcional entre a
sobrevivéncia dos psilideos e a sobrevivéncia das folhas, independente do namero
de insetos que se alimentaram nelas. A sobrevivéncia das folhas é diretamente
influenciada pelo nimero de insetos e pelo tempo em que ficam se alimentam nas
folhas.

Quanto aos insetos, a taxa de sobrevivéncia foi diminuindo com o tempo, mas

de forma similar até o sétimo dia para os dois grupos, com média de 82,5% para 0s
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grupos de 4 individuos e de 81,3 % para os grupos com 8 individuos (Figura 7).
Neste periodo as folhas se mostravam ainda inalteradas em relacdo ao seu aspecto
original, ou seja, a do momento da transferéncia para os tubos. A partir do sétimo
dia de avaliacéo, houve diferenca significativa nas taxas de sobrevivéncia entre as
densidades de insetos chegando a 67,5% nas folhas com 4 e 52,5% nas folhas com
8 individuos no final do experimento (15° dia). A concorréncia por espaco e locais de
alimentacdo podem ser as causas das diferencas observadas.

A disponibilidade de alimento € fundamental para a sobrevivéncia dos insetos,
pois influencia diretamente a distribuicdo, numero e afeta seus aspectos
morfolégicos, bioldgicos e comportamentais (GALLO et al., 2002).

Os insetos também influenciaram aparentemente na taxa de sobrevivéncia
das folhas, que neste experimento serviu de alimento por 15 dias quando
alimentadas por lotes de oito insetos, e superior a 15 dias quando alimentadas por
lotes de quatro insetos. Isto se deve muito provavelmente, promovido pela retirada
de seiva pelos insetos durante a alimentacdo, néo descartando também a
possibilidade de acédo de toxinas, embora ndo haja comprovacao experimental em
literatura de que isto ocorra. A presenca de toxinas justificaria as deformacdes nos
bordos da lamina de folhas maduras que quando ainda no estadio de brotos,

serviram de fonte de alimento tanto para adultos quanto para ninfas de D. citri.
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Figura 7. Porcentagem de adultos de D. citri vivos mantidos confinados, em
grupos de 4 e 8 individuos, em tubos de polipropileno contendo folhas
destacadas de citros, no estadio V4 da escala de Stoller, nos diferentes periodos
de avaliagéo.
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4.1.4. Aprimoramento

ApOs os testes realizados nos itens 4.1.1 e 4.1.2, chegou-se a metodologia
padrdo a ser utilizada nos experimentos para avaliagdo da inoculagédo de Ca. L.
asiaticus por D. citri. No método inicialmente apresentado por Ammar et al., (2011a),
a taxa de sobrevivéncia das folhas em estadios ideais para alimentagcdo de D. citri
nao foram superiores a 7 dias o que levou a utilizagcdo de folhas maduras com
tecidos lignificados que dificultam a alimentacdo do inseto. Para aumentar a
longevidade da folha destacada, foi utilizada uma propor¢cdo maior de agua nos
tubos (15 mL) em contato direto com a folha, comparado com os 2 mL utilizados por
Ammar et al. (2011a) colocados em micro eppendoff. Aléem do que, nos ensaios foi
observado que folhas retiradas com parte do caule (Figura 3 A), conservavam folhas
em estadios mais jovens, V4 ou V5, destacada por periodos mais longos, chegando
a 30 dias.

No estudo utilizamos folhas V4 ou V5 que nos ensaios de sobrevivéncia foram
0os que melhor resultados produziram, removidas de plantas sadias usando-se
lamina de bisturi esterilizado. Foram retiradas juntamente com o peciolo e parte do
caule cortado em bizel para proporcionar maior area de absorcéo de agua. As folhas
foram lavadas com agua Milli-Q para retirada de residuos quimicos que pudessem
interferir na sobrevivéncia dos insetos e secas em temperatura ambiente. Folhas e
insetos foram transferidos para tubos de polipropileno de 50 mL contendo 15 mL de
agua Milli-Q. As folhas foram fixadas no centro do tubo, por um disco de papel de
filtro de 8 cm de diametro (servindo como ponte) para sustentacdo da folha e para
evitar o contado dos insetos com a agua. O volume da agua foi completado sempre
gue necessario.

Os tubos foram mantidos em grades-suporte em camaras de crescimento
com temperatura de 26°C, 50% umidade relativa e fotoperiodo de 12 horas de luz/12
horas de escuro. A abertura superior dos tubos foi envolta com um pedaco de tela
antiafidica fixada com elastico para evitar a fuga dos insetos e permitir trocas

gasosas do material vegetal com 0 meio como ja demonstrados nas figuras 3 e 4.
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4.2. Uso do método para estudos de transmissédo de Ca. Liberibacter por D.

citri

4.2.1. Teste preliminar de inoculagéo e aquisi¢cao

No final da avaliacéo, apés 7 dias de acesso a aquisi¢cao, 60% dos grupos de
insetos que se alimentaram em folhas doentes continham Ca. L. asiaticus, com
valores médios de Ct variando entre 21,0 e 33,4, 0 que corresponderam a valores
médios de log no nimero de copias do genoma de Ca. L. asiaticus por lote de
insetos entre 1,90 a 5,50 (Tabela 1). Nos estudos de Ammar et al., (2011a) foi
observado valores na taxa de transmissdo entre 50 e 60% para 0s insetos
analisados quando colocados para se alimentar em folhas destacadas retiradas de
plantas sintomaticas e gPCR+.

A porcentagem de aquisi¢ao verificada neste estudo esta proxima dos valores
obtidos por outros pesquisadores com o emprego de plantas inteiras. Pelz-Stelinski
et al. (2010) obtiveram porcentagem variando de 40 a 60%. Cen et al. (2012)
relataram que a severidade dos sintomas associados ao HLB influenciam
negativamente a atividade de alimentacdo no floema por insetos adultos,
contribuindo para as diferencas na taxa de aquisi¢do de Ca. L. asiaticus encontradas
entre experimentos. Fatores como altas temperaturas também podem influenciar
negativamente a aquisicdo do patogeno (LOPES et al., 2013).

Na avaliacdo da inoculacdo apenas 30% das folhas nas quais insetos gPCR+
para Ca. L. asiaticus se alimentaram por periodo de sete dias continham a bactéria,
com valores médios de Ct entre 30,3 e 33,7, 0 que corresponderam a Log do
namero de copias do genoma de Ca. L. asiaticus por grama de nervura central
nessas amostras entre 2,29 e 3,30. Nos estudos preliminares de Ammar et al.,
(2011a) usando 5 insetos a eficiéncia de inoculagéo foi de 20%. Nos dados obtidos

nesse estudo nao se observou um padrao definido no processo de inoculagéo,
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refletindo talvez em diferencas genéticas dentro das populacbes, fatores de
respostas das plantas e influéncia de fatores ambientais. Barreiras naturais dentro
do corpo do inseto que interferem na circulagdo do agente patogénico podem
impedir que atinjam as glandulas salivares diminuindo a possibilidade de
transmissao da bactéria (AMMAR et al., 2009).

Embora tenha sido empregado um numero pouco representativo de
individuos (repeticdo) o método mostrou-se Util para estudos de transmissdo como
observado por Ammar et al. (2011a e 2013). Permitiu a sobrevivéncia tanto dos
insetos quanto das folhas por periodo suficiente para que houvesse aquisicdo ou

inoculacgdo de Ca. L. asiaticus.

Tabela 1: Aquisicdo e inoculagdo de Ca. L. asiaticus por grupos de 5 individuos adultos de D. citri em
folhas destacadas de citros apos periodo de sete dias de acesso a aquisi¢édo ou inoculacao.

Aquisicao Inoculacéo
Insetos vivos — GPCR — Status fja - _qPCR —
Repeticio  ap6s 7 dias Média Média folhaapos 7 Meédia Média

Ct Log dias Ct Log

1 3 33,3 1,95 verde e tirgida 37,3 0

2 2 36,7 0 verde e tdrgida  indet 0
3 4 30,1 2,88 verde e tirgida 30,3 3,30
4 1 32,0 2,32 verde e tirgida 32,8 2,54

5 5 21,0 5,50 verde e tdrgida  indet 0

6 4 34,4 0 verde e tlrgida  indet 0

7 3 36,6 0 verde e tlrgida  indet 0
8 4 27,4 3,66 verde e tdrgida 33,7 2,29

9 2 indet 0 verde e tirgida 35,5 0

10 2 33,4 1,90 verde e tirgida 38,6 0
Total 30 31,7 1,82 10 34,7 0,81

Os valores de Ct (threshold cycle) obtidos por gPCR foram considerados positivos para insetos e
folhas quando < 34,0, determinado com base na curva de quantificacdo para determinar a
concentracdo da bactéria por grama de tecido avaliado. Valores indeterminados também sao
considerados negativos pelo programa Step One que acompanha o termociclador de DNA. O Log
representa o logaritmo base 10 do nimero de cdpias do gene ribossomal 16S (16S rDNA) de Ca. L.
asiaticus por lote de insetos ou grama de nervura foliar.
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4.2.2. Numero minimo de adultos de D. citri e tempo minimo necessario para

inoculagédo de Ca. L. asiaticus

A porcentagem de folhas destacadas qPCR+ expostas a 1, 4 e 8 insetos
gPCR+, mantidos confinados nas folhas por 1, 7 e 15 dias de periodo de acesso a
inoculacdo (PAI), seguidos de 1, 7 e 15 dias de periodos de incubacao (PI) séo
mostrados na Tabela 2.

Houve, de maneira geral, aumento na taxa de inoculacéo (avaliada com base
na porcentagem de folhas com a bactéria) com o aumento no niumero de insetos.
Aumentou, na média de todos os periodos de incubacéo avaliados, de 19,4% com 1
inseto para 29,0% com 4 insetos e para 36,7% com 8 insetos, depois de 1 dia de
acesso a inoculagcdo. Aumentou de 52,2% com 1 inseto para 64,0% com 4 insetos
para 62,5% com 8 insetos, depois de 7 dias de acesso a inoculagéo. E, finalmente,
aumentou de 35,7% com 1 inseto para 44,4% com 4 insetos para 55,6% com 8
insetos, depois de 15 dias de acesso a inoculagdo. Demonstrou-se assim ter havido,
aparentemente, um efeito de dose de Ca. L. asiaticus inoculada pelos insetos, ou
seja, quanto maior o numero de insetos que se alimentaram nas folhas, maior foram
as taxas de inoculacdo bem sucedida da bactéria, porém sem grande variagdo nos
valores médios de Ct entre os tratamentos. O Ct entre as folhas expostas aos
insetos oscilaram, na média, entre 28,2% e 33,4% (correspondentes a 3,9 e 2,4 log
do namero de bactéria por grama de tecido). Neste estudo ndo foram feitas analises
dos titulos da bactéria nos insetos usados no experimento.

Quando se analisa o efeito do PAI sobre a taxa de inoculacédo, observa-se
também, na média dos trés grupos de insetos, um aumento consideravel de 1 para 7
dias (28,4% para 60%,0) seguido de decréscimo com 15 dias de PAI (45,2%).
Dentro de cada grupo de insetos também houve variacdo. Para o grupo de 1 inseto,
a variacdo foi de 19,4% com PAI de 1 dia, 52,2% com PAI de 7 dias e 35,7% com
PAI de 15 dias. Para o grupo de 4 insetos, a variacdo foi de 29,0% com PAI de 1 dia,
64,0% com PAI de 7 dias e 44,4% com PAI de 15 dias. Para o grupo de 8 insetos, a
variacao foi de 36,7% com PAI de 1 dia, 62,5% com PAI de 7 dias e 55,6% com PAI
de 15 dias.
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1 inseto 4 insetos 8 insetos
Periodo de . - - -~ -~ - .-
Periodo de gPCR + Média Ct Média Log gPCR + Média Ct Média Log gPCR + Média Ct Meédia Log
Acesso a ~ % Las % Las % L
Inoculacéio Incu_ba(;ao / Total positivo + er[o + erl:o / Total positivo + er[o + er[o / Total positivo + erl:o + erfo
(dias) (dias)  testado padréo padréo testado padréo padréo testado padréo padréo
1 0(9) 0,0 0 0 0(9) 0 0 0 1(9) 11,1 33,6 2,3
1 7 309 33,3 335+0,11 2,3+0,03 4(9) 44 31,140,556 3,1+0,17 4(9) 444 32,1+053 2,8+0,16
15 1(8) 12,5 31 3,1 2(8) 25 28,4+482 39+145 3() 42,9 31,9147 28+0.44
21 2 (5) 40,0 33,4+0,22 2,4+0,07 35 60 32,5+0,74 2,7 +0,22 3(5) 60,0 30,6+1,6 3,2+048
Total 6 (31) 19,4 32,6 9 (31) 29 30,7 11(30) 36,7 32,05
7 8 (10) 80,0 32,9+0,33 2,5%0,10 7 (10) 70  32,2+0,40 2,7+0,12 6 (10) 60,0 31,4+0,83 3,0%0,25
7 15 3(8) 375 319+1,04 2,8+0,31 6 (10) 60 32,7+0,46 2,6+0,14 6 (9) 66,7 31,0+0,98 3,1+0,29
21 1(5) 20,0 34 2,2 3(5) 60 32,710,124 2,6 +0,04 3(5) 60,0 30,0+1,03 3,4+0,31
Total 12 (23) 52,2 32,9 16 (25) 64 32,5 15(24) 625 30,8
15 15 4(9) 444  30,8+0,58 3,2+0,75 4 (6) 67  33,2+0,58 2,5+0,17 3(6) 50,0 29,4+2,15 3,6 0,64
21 1(5) 20,0 28,2 39 0(@3) 0 0 0 2 (3) 66,7 33,0%0,48 2,5+0,14
Total 5 (14) 35,7 29,5 4 (9) 44 33,2 5(9) 55,6 31,2
Total 23(68) 338 31,7 29 (65) 45 32,1 31(63) 49,2 31,35

Os valores de Ct obtidos por gPCR foram considerados positivos quando < 34,0, determinado com base na curva de quantificacdo
para determinar a concentracdo da bactéria por grama de tecido avaliado. O Log representa o logaritmo base 10 do nimero de
cépias do gene 16S (16S rDNA) de Ca. L. asiaticus por grama de nervura foliar.
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O aumento na taxa de inoculacdo foi observada foi gradual acompanhando o
aumento do periodo de incubagdo, em que os insetos foram retirados e as folhas
foram deixadas para incubacdo da bactéria. Esse aumento pode ser o resultado da
multiplicacdo da bactéria nas folhas, atingindo limites passiveis de serem detectados
por gPCR. Este mesmo efeito também foi detectado por Ammar, 2013, em seus
estudos onde as porcentagens de inoculacdo foram de 12%, 29% e 48%,
respectivamente, quando utilizou 1, 5 e 10 insetos.

A porcentagem de folhas positivas para Ca. L. asiaticus nos tratamentos de
15 dias de PAI foi menor para todos os tratamentos. No entanto, a quantidade de
bactérias, avaliada pelo valor de Ct e Log calculados, foi igual ou superior aos
encontrados nos outros tratamentos mesmo com porcentagem inferiores de
positivos analisados.

O fator incubacédo ndo pode ser analisado para o tratamento com 15 dias de
PAIl pela baixa sobrevivéncia das folhas o que n&o permitiu analisar a diferenca
dentro dos periodos de incubacéo de forma representativa. A porcentagem de folhas
gPCR+ diminuiu com o aumento do periodo de incubacéo, fator que pode estar
relacionado com a qualidade fisiologica das folhas, e pode ter influenciado na

degradacéao do DNA das bactérias e interferido no resultado do qPCR.

4.2.3. Influéncia do numero de insetos e periodo de acesso a inoculagcdo e

incubacao para deteccédo de Ca. L. asiaticus nas folhas

Com base nos resultados anteriores (Tabela 2), avaliou-se de forma mais
detalhada, em dois experimentos, os efeitos do periodo de inoculacdo e incubacéo
na eficiéncia de inoculacdo de Ca. L. asiaticus por D. citri, em grupos de 4 insetos,
criados por varias geracdes em plantas de citros doentes, foram confinados por 24h
e 72h para inoculacdo da bactéria nas folhas destacadas, as quais foram mantidas
por 7 e 15 dias para incubacdo da bactéria. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 3. Sobre os insetos usados no estudo, sdo também apresentadas
porcentagens de insetos qPCR+ para Ca. L. asiaticus e titulos bacterianos nos

mesmos.
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Houve variag&o nas taxas de inoculacdo entre experimentos. Com 24h de PAI
as taxas de inoculacédo para 7 dias de Pl foram de 10% no primeiro e 3,33% no
segundo experimento. Com 15 dias de Pl a taxa foi de 20% no primeiro e 8% no
segundo experimento. O mesmo ocorreu para 72h de PAI. Com 7 dias de Pl as
taxas de inoculacdo foram de 13,3% no primeiro e 20% no segundo experimento.
Para 15 dias de PI as taxas de inoculag&o foram de 33,3% no primeiro dia e 25% no
segundo experimento.

De maneira geral, a tendéncia observada no experimento anterior (Tabela 2)
se repetiu aqui, ou seja, as taxas de inoculagdo aumentaram com o0 aumento tanto
do PAI (que resultaram, na média, em 10,3% para 24h e 22,9% para 72h) como com
o aumento do PI (que resultaram, na média, em 11,7% com 7 dias de Pl e 22,1%
com 15 dias de PI). Nao se pode afirmar, no entanto, que isto se deva a um aumento

na multiplicacdo da bactéria nas folhas.

Tabela 3: Influéncia do tempo de inoculacdo e incubacdo na transmissédo de Ca. L. asiaticus por D.

itri . Periodo Incubagéo (PI)
citri. Psilideos testados = s T s
P:Cr:gz ge N°de % Ca.L. MédiaCt MédiaLog .. %Ca.L MédiaCt MédiaLog ., %Ca.L MédiaCt MédialLog ()/'(\)"Ce:_'al__
. ~ Expt. lotes de asiaticus *erro terro asiaticus terro +erro asiaticus  terro terro .
inoculagio 4insetos gPCR+  padréo padrédo folhas gPCR+  padréo padrdo folhas gPCR+  padréo padréo asiatious
(PAI) OPCR+
1 16 100,0 26,2+2,05 3,99 £0,59 30 100 29,6203 3514061 30 20,0 324045 268+0,14 150
24h 2 16 89,5  28,7+1,88 3,26+0,56 30 33 27,7 4,09 25 80  325+1,02 2641031 57
Total 32 94,8 27,5 3,6 60 13,3 28,7 38 55 28,0 32,5 2,7 20,7
1 20 1000 28,3+1,75 3,38+0,44 15 13,3 31,541,046 2,93+0,31 12 333  30,940,35 3,120,10 23,3
72h 2 20 100,0 25,9+0,63 4,08+0,19 15 200  295+1,69 3,551+0,82 15 250 318+145 285064 225
Total 40 100,0 27,1 3,7 30 16,7 30,5 3,2 27 58,3 314 3,0 37,5

D. citri em grupos de 4 insetos criados por véarias geragbes em plantas de citros doentes foram
mantidos em folhas destacadas sadias de laranja por 24 e 72h as quais foram mantidas a 26°C por
periodo de 7 e 15 dias e em seguida analisadas por qPCR. Foram considerados positivos, valores de
Ct < 34,0, determinado com base na curva de quantificagdo. O Log representa o logaritmo base 10 do
ndamero de copias do gene 16S (16S rDNA) de Ca. L. asiaticus por grama de nervura foliar.

N&o foi observada relacdo entre valores de Ct dos insetos e a taxa de
inoculacdo de Ca. L. asiaticus, contrario ao resultado encontrado por Ammar et al.

(2013), onde foi demonstrado correlacao positiva entre o Ct dos insetos e das folhas
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onde eles se alimentaram. No entanto, as porcentagens observadas no presente
estudo, nas folhas nas quais a inoculacao foi bem sucedida, foram semelhantes aos
encontrados por Ammar et al. (2013).

No campo a doenca continua sendo disseminada muito rapidamente, onde a
baixa eficiéncia de transmissdo de Ca. L. asiaticus para plantas de citros deve estar
sendo compensada pelas altas populagbes de D. citri. Neste estudo a taxa de

inoculagdo aumentou com 0 aumento do numero de insetos.

4.2.4. Comparacado do método de folhas destacadas e folhas mantidas na

planta quanto a taxa de inoculagéo de Ca. L. asiaticus por D. citri

Visando validacdo do método de folhas destacadas quanto a taxa de
inoculacdo de Ca. L. asiaticus por D. citri, este foi comparado ao uso de folhas
mantidas na planta (Tabela 4). Para as folhas destacadas com 7 e 15 dias de PI os
resultados foram de 10 e 13% de inoculacdo para os tratamentos, com Cts médios
de 30,3 e 31,6. A porcentagem de inoculacdo foi inferior a encontrada nos

experimentos anteriores com mesmo PAI e Pl (Tabela 3).

Tabela 4. Inoculagéo de Ca. L. asiaticus por lotes de 5 adultos de D. citri em folhas destacadas

e em folhas mantidas na planta apds periodos de acesso a inoculacdo de 72 horas.

Folhas destacadas Folhas mantidas na planta
Periodo de % Ca. L. Média Ct Meédia % Ca. L. Média Ct Media
. ~ N° de o Log N° de o Log
incubacéo asiaticus  *erro asiaticus  *erro
PI) folhas PCR+ adrio terro folhas PCR+ adrio terro
g P padrdo g P padrao
7 dias 20 10,0 30,3+2,26 3,00,5 20 5,0 31,7 39
15 dias 15 13,3 31,6+0,56 2,3+0,3 20 0,0 0 0
Total 35 13,3 31,0 2,7 40 5,0 31,7 3,9

D. citri em grupos de 4 insetos criados por vérias geracdes em plantas de citros doentes e
deixados para se alimentar em folhas destacadas e em folhas mantidas em mudas sadias de
laranja por 72h de inoculacé@o e 7 e 15 dias de incubag&o. Foram considerados positivos os valores
obtidos de Ct por qPCR quando < 34,0, determinado com base na curva de quantificagdo para
determinar a concentracdo da bactéria.
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A taxa de inoculagdo nas folhas mantidas nas mudas foi inferior & taxa de
inoculacdo nas folhas destacadas sendo de 5 e 0%, respectivamente apés 7 e 15
dias de PI.

Em seus estudos, Ammar et al., (2013) compararam a inoculagdo em folhas
destacadas e em plantas, demonstrando eficiéncia similar para os dois métodos. No
entanto, as plantas foram avaliadas ap6s 8 meses da inoculacdo, e ndo apés 7 ou
15 dias, conforme conduzidos neste estudo. Embora esse fator impeca
comparacdes precisas dos dois trabalhos, é possivel que no trabalho aqui
apresentado a ndo deteccdo da bactéria na folha ap6s 15 dias de Pl ndo indique que
a infeccdo nao foi bem sucedida, pode ter ocorrido falha do qPCR, ou apenas que,
no local de alimentacdo do inseto a bactéria se manteve em concentragéo abaixo do
limite de deteccédo por qPCR, além do que com o tempo, tenha se movido para outra
parte da planta impedindo sua deteccdo.

Os valores baixos de inoculagcdo observados estdo na capacidade de
psilideos em transmitir Ca. L. asiaticus. Embora um anico dia foi suficiente para que
a inoculacéo fosse bem sucedida (Tabela 3), a taxa de transmisséo das populacdes
de insetos foi baixa, como ja verificado por outros pesquisadores usando plantas
intactas que variou de 4% a 10% (INOUE et al., 2009, PELZ- STELINSKI et al.,
2010) e em média 15% usando folhas destacadas (AMMAR et al., 2013).

Fatores relacionados aos insetos podem ter influenciado na baixa taxa de
inoculacao observada em todos os experimentos aqui avaliados. Barreiras dentro do
corpo de D. citri podem impedir o movimento de Ca. L. asiaticus e outros fatores
isolados ou combinados podem influenciar as taxas de transmisséo, incluindo as
defesas da planta, as condicbes ambientais e as diferencas genéticas entre as
populacdes de D. citri que influenciam na sua capacidade de adquirir e transmitir Ca.
L. asiaticus (PELZ- STELINSKI et al., 2010, AMMAR et al., 2009, 2011).

Pesquisas sobre as barreiras de transmissdo e receptores que estdo
associados a capacidade de D. citri em adquirir e inocular a bactéria (HOGENHOUT
et al., 2008; AMMAR et al., 2009) podem ajudar na elaboracdo de métodos de
controle que visam reduzir as taxas de transmissdao do psilideo vetor. Impedir o
surgimento de novas infeccOes sistémicas das plantas sdo necessarias e como

estratégias para proteger os pomares e manter a doenca em niveis satisfatérios.
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Inicialmente observou-se grande concordancia nos resultados obtidos aqui
com os obtidos na Flérida, o que € um indicio de que as populacbes de Ca. L.
asiaticus e de D. citri que ocorrem na Flérida tém os mesmos comportamentos que
as populacoes de Ca. L. asiaticus e de D. citri que ocorrem no estado de Sao Paulo.

Apesar de a taxa de inoculagcdo de Ca. L. asiaticus ser baixa o que, de
maneira geral foi confirmado no presente trabalho, um Unico dia desprotegida no
campo € o suficiente para que a planta seja infectada por liberibacter se serviu de
alimento a um inseto inoculativo. Quando isto ocorre, mesmo que seja em apenas
um anico broto da planta, ela ja esta irremediavelmente condenada. Isto porque a

bactéria é sistémica e o periodo de incubacéo € longo e a doenca ndo tem cura.

5. CONCLUSAO

O método mostrou-se util para estudos de inoculacdo e aquisicdo de Ca. L.
asiaticus por D. citri, no entanto ndo € viavel para utilizacdo em experimentos que
necessitam de tempos longos de avaliacao pela baixa longevidade apresentada pela
folha destacada.

A inoculacdo de Ca. L. asiaticus ndo segue um padrdo definido, e sofreu
variacdo entre os experimentos. A taxa de inoculacéo foi baixa, mas no campo, é
compensada pelas altas populacdes do inseto. Nos experimentos um unico inseto
com 1 dia de PAI foi suficiente para deteccdo da bactéria, mesmo que a
multiplicacdo da bactéria ndo tenha sido confirmada.

O uso do método aqui estudado e aprimorado podera ser ampliado para
estudos de outros aspectos do problema, como estudos da nutricdo de D. citri e
testes para controle com produtos quimico e biolégicos. Além de possibilitar
avaliacdo de inducdo de resisténcia, transformacdo de plantas e uso de
antimicrobianos, se ajustes forem feitos no sentido de ampliar ainda mais o tempo

de longevidade das folhas destacadas de citros.
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O conhecimento do fitopatossistema reforca a ideia que o controle da doenca
s6 é possivel se envolver agBes preventivas, complementares, relacionados ao

controle do vetor e reducdo das fontes de in6culo.
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