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INFLL)ENCIA DA DEFICIENCIA HIDRICA NA BROTACAO DE LARANJEIRA
'VALENCIA' INFECTADA POR Candidatus LIBERIBACTER ASIATICUS E NA
AQUISICAO DA BACTERIA POR Diaphorina citri

RESUMO - O Huanglongbing (HLB) é a doenca mais devastadora dos citros. Esta
associada a bactérias de floema (Candidatus Liberibacter asiaticus, CLas)
transmitidas por insetos (Diaphorina citri). Levantamentos anuais tém mostrado que a
doenca ocorre de forma irregular nas diferentes regides do estado de Sao Paulo, com
maiores incidéncias nas regides centro-leste do que nas regides norte, noroeste, sul
e sudoeste. As causas podem estar no clima com impactos em todo o patossistema.
Ja foi comprovado que a temperatura afeta a planta, o patégeno e o inseto vetor. Neste
trabalho procurou-se quantificar o impacto do déficit hidrico (DH). O estudo foi
conduzido com mudas de 4 anos de laranjeira ‘Valéncia’ sobre o porta-enxerto
citrumelo ‘Swingle’ em casa de vegetacdo e sala com fotoperiodo controlado no
campus da UNESP-Jaboticabal (Capitulo 2) e plantas da mesma combinacao
copa/porta-enxerto, com 8 anos, em pomar no municipio de Bebedouro (Capitulo 3).
Quantificou-se o impacto do DH na brotacdo de plantas sadias e doentes, na
multiplicagéo e aquisi¢cado de CLas por D. citri. Em casa de vegetacgéo e sala as plantas
foram mantidas com substrato totalmente saturado de agua (sem DH), e com
quantidade de agua de irrigacéo suficiente para manter as plantas com peso total dos
vasos equivalentes a 75% (DH intermediario) e 55% (DH severo) do peso das plantas
sem DH. Foi quantificado o tempo necessario para surgimento e desenvolvimento dos
brotos até sua completa maturacéo, titulo de CLas, e aquisicdo de CLas por adultos
de D. citri apds confinamento de adultos por 72 h. O surgimento dos brotos foi mais
rapido e o tempo de maturacdo menor no periodo de temperaturas mais elevadas
(julho a setembro) do que de temperaturas mais baixas (abril a junho), em ambos os
ambientes. O DH ndo afetou o tamanho final dos brotos, que foi menor em plantas
doentes, e o titulo de CLas nos brotos e nos insetos. Porém, o DH afetou a aquisi¢cao
da bactéria. As porcentagens de insetos com CLas variou de 9,84% em plantas sob
DH intermediario, 15,38% em plantas sob DH severo e 36,36% em plantas sem DH.
No campo, o trabalho foi conduzido em setembro a outubro de 2020, periodo em que
as plantas estavam sob severo DH (folhas murchas) (etapa 1), e de setembro a
novembro, quando surgiram as primeiras chuvas (etapa 2), com quatro plantas por
tratamento. Na etapa 1, metade das plantas foram mantidas com DH e a outra metade
irrigada sob a copa com uma lamina de 68 mm de agua. Na etapa 2 as plantas foram
mantidas sem irrigacdo com a quebra do DH proporcionado pelas chuvas. Foram
guantificados a emisséo e crescimento dos brotos e titulo bacteriano antes e apés a
‘quebra’ do DH pela irrigagao ou chuvas. A irrigacao recuperou a turgidez das folhas
das plantas sintométicas, mas ndo das assintomaticas. Somente as sintomaticas
emitiram brotos. No entanto, com a chegada das chuvas no més de outubro (de
aproximadamente 80 mm), 49 dias ap6s o inicio do experimento, todas as plantas
brotaram. A irrigacéao e chuvas provocaram reducéo tanto na incidéncia de brotos com
CLas como no titulo bacteriano — de log 6 a 7 por g de tecido nas plantas sob severo
DH para log 3 a 4 ap0s irrigagdo ou chuvas. Conclui-se que as menores incidéncias
de HLB nas regides norte e noroeste do estado de S&o Paulo podem ser o resultado,
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ao menos parcial, da menor taxa de aquisicdo de CLas por D. citri antes e depois da
guebra do DH, muito comum naquelas regides.

Palavras chaves: Citrus x sinensis, Huanglongbing, titulo bacteriano, estresse
abidtico, psilideo
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INFLUENCE OF WATER DEFICIT ON 'VALENCIA' ORANGE SHOOT INFECTED
BY Candidatus LIBERIBACTER ASIATICUS AND BACTERIAL ACQUISITION BY
Diaphorina citri

ABSTRACT - Huanglongbing (HLB) is the most devastating citrus disease. It is
associated with phloem bacterium (Candidatus Liberibacter asiaticus, CLas)
transmitted by Diaphorina citri. Annual surveys have shown that the disease occurs
irregularly in different regions of the state of S&o Paulo, with higher incidences in the
central-east regions than in the north, northwest, south and southwest. The causes
can be in the climate with impacts on the entire pathosystem. Temperature has already
been proven to affect the plant, the pathogen and the insect vector. In this work we
tried to quantify the impact of water deficit (WD) on 'Valencia' sweet orange plants
grafted onto the 'Swingle' citrumelo rootstock in a greenhouse and room with controlled
photoperiod at the UNESP-Jaboticabal campus (Chapter 2) and plants of the same
scion/rootstock combination, 8 year old in an orchard in the municipality of Bebedouro
(Chapter 3). The impact of WD on flushing of healthy and diseased plants, on the
multiplication and acquisition of CLas by D. citri was quantified. In the greenhouse and
acclimatized room, the plants were maintained with a substrate fully saturated with
water (without WD), and with sufficient amount of irrigation water to maintain the plants
with a total weight of the pots equivalent to 75% (intermediate WD) and 55% (severe
WD) from the weight of plants without WD. The time required for flush emergence and
development until complete maturation, CLas titer, and acquisition of CLas by adults
of D. citri after confinement of adults for 72 hours were quantified. The emergence of
shoots was faster and the maturation time was shorter in the period of higher
temperatures (July to September) than of lower temperatures (April to June), in both
environments. WD did not affect final shoot size, which was smaller in diseased plants,
and CLas titer in shoots and insects. However, WD affected the acquisition of the
bacterium. The percentages of insects with CLas ranged from 9.84% in plants under
intermediate WD, 15.38% in plants under severe WD and 36.36% in plants without
WD. In the field, the work was carried out from September to October 2020, when the
plants were under severe WD (wilted leaves) (step 1), and from September to
November, when the first rains appeared (step 2), with four plants per treatment. In
step 1, half of the plants were maintained with WD and the other half irrigated under
the canopy with a water depth of 68 mm. In step 2, the plants were kept without
irrigation with the drop in WD provided by the rains. The emission and growth of shoots
and bacterial titers were quantified before and after the WD 'break’ by irrigation or
rainfall. Irrigation restored leaf turgidity in symptomatic plants, but not in asymptomatic
ones. Only the symptomatic ones emitted buds. However, with the arrival of rains in
October (approximately 80 mm), 49 days after the beginning of the experiment, all
plants sprouted. Irrigation and rainfall reduced both the incidence of shoots with CLas
and bacterial titer — from log 6 to 7 per g of tissue in plants under severe WD to log 3
to 4 after irrigation or rainfall. It can be concluded that the lower incidences of HLB in
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the north and northwest regions of the state of Sdo Paulo may be the result, at least

partially, of the lower rate of acquisition of CLas by D. citri before and after the WD
break, very common in those regions.

Keywords: Citrus x sinensis, Huanglongbing, bacterial titer, abiotic stress, psyllid



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira tem se destacado no cenario mundial e possui grande
importancia econdmica para o pais. O Brasil € o maior produtor de suco de laranja,
responsavel por 53% da producdo mundial de suco concentrado (Barros et al., 2016).
O estado de Sao Paulo € o maior produtor nacional, com estimativa de producéo de
aproximadamente 264 milhdes de caixas de 40,8 kg para a safra 2021/22
(Fundecitrus, 2021a). Entre os meses de julho a dezembro de 2020 foi exportado 497
mil toneladas de suco concentrado (CitrusBR, 2021).

Os citros séo afetados por diversas doencas e pragas que podem comprometer
a produtividade dos pomares e qualidade das frutas (Martinelli et al., 2015). A grande
vulnerabilidade se deve as grandes extensfes de cultivo e perenidade da planta, e
alta suscetibilidade das cultivares usadas como copa e porta-enxerto (Ghini e
Hamada, 2008).

Umas das doencgas que tem causado grande impacto é o Huagnlongbing (HLB),
considerada como o mais devastador problema fitopatolégico em citros (Bové, 2006).
No Brasil, a doenca esta presente nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana e
Mato Grosso do Sul, principais regides citricolas do pais, ndo deixando de se constituir
em ameaca a outras regides produtoras ainda isentas da doenca (Fundecitrus, 2018;
Diéario Oficial da Unido, 2019; Sulzbach et al., 2017). No ultimo levantamento feito pelo
FUNDECITRUS, em 2021, o numero estimado de arvores com sintomas de HLB no
cinturdo citricola de SP e Triangulo Mineiro foi de 43,4 milhdes de laranjeiras, o que
correspondeu a 22,37% do total de plantas cultivadas. (Fundecitrus, 2021). Em 2015,
Sugayama et al. (2015) projetou para os 20 anos seguintes prejuizos na ordem de 13
a 20 bilhdes de reais somente para o estado de Sao Paulo. A projecéo foi baseada no
potencial de reducao da produtividade, na diminuicdo da densidade de pomares e na
erradicacao de plantas com HLB. No Brasil, um pomar de citros sem HLB possui vida
uatil de 18 a 25 anos, mas, com HLB, se medidas rigorosas de contengédo da doencga
nao sao colocadas em pratica, esse tempo pode ser reduzido para, no maximo, 7 a
10 anos (Stuchi e Girardi, 2010).



O HLB tem como principal agente causal, no Brasil e no mundo, a bactéria
Gram-negativa Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), restrita ao floema e
pertencente ao grupo das alfa-proteobactérias (Garnier et al., 1984; Jagoueix et al.
1984). No campo ClLas € transmitida pelo inseto Diaphorina citri Kuawayama. Em
condi¢cBes experimentais CLas também pode ser transmitida por meio de enxertia de
material infectado (Gragca, 1991). Todas as espécies citricas plantadas
comercialmente séo suscetiveis ao HLB e atrativas ao inseto vetor, e ndo existe cura
para a doenca. Por este motivo, torna-se necessaria a adocdo de medidas
preventivas. Essas medidas envolvem o plantio de mudas sadias, eliminacdo de
plantas doentes para a reducéo do in6culo e controle do inseto vetor (Belasque Jr. et
al., 2010). O controle do vetor é feito por meio de aplica¢c6es de inseticidas, no tronco
e em pulverizacdes da parte aérea em plantas de até dois anos de idade, e somente
em pulverizacbes da parte aérea de plantas acima de dois anos. Os intervalos
recomendados entre pulverizacdes variam de uma a duas semanas e é determinada
principalmente pela presenga ou ndo do inseto vetor e localizagdo da quadra dentro
da propriedade. Este esquema, quando realizado de forma regional e associado a
eliminacdo de plantas doentes em areas externas a propriedade, tem resultado em
controle satisfatorio da doenca, mas também tem elevado os custos de producéo e
causa preocupacao quanto a sustentabilidade do negdcio citricola (Bassanezi et al.,
2020). H4, portanto, necessidade de ajustes, 0 que sera possivel somente com um
melhor entendimento dos fatores envolvidos na disseminacéo do patdgeno.

Como se trata de uma doenca sem cura, toda estratégia deve ser preventiva,
ou seja, adotada a fim de se evitar infeccdo de novas plantas nos pomares. Dada a
grande influéncia do ambiente sobre os componentes do HLB, pretendeu-se com esta
pesquisa quantificar seu impacto sobre a bactéria, hospedeiro e vetor da doenca.
Tendo em vista as complexas interacdes existentes entre 0os componentes bibticos e
sua interacdo com o ambiente, sobre 0s quais muito esta ainda por ser desvendado,
esta pesquisa pode ser definida como um estudo exploratério, com enfoque ao déficit
hidrico (DH). Considerando-se que CLas € uma bactéria restrita aos vasos do floema,
qualquer impacto do DH sobre a planta deve se refletir também sobre a bactéria
(Lopes et al., 2017) e, provavelmente, sobre o inseto vetor. Como o DH é exacerbado

pelo calor, a temperatura do ar também foi levada em consideragéo neste estudo.



Assim, o objetivo foi avaliar, em diferentes ambientes, o impacto do DH em plantas
sadias e afetadas por HLB, quantificando-se (i) o surgimento, crescimento e
desenvolvimento de novos brotos, (i) multiplicagdo de Clas nas brotacdes e (iii)

multiplicacéo e aquisicado de CLas pelo inseto vetor.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da citricultura brasileira

A citricultura € uma atividade de alto valor econémico para o agronegocio no
Brasil. Sua area cultivada em 2020 era de aproximadamente 655 mil hectares (IBGE,
2020) oferecendo oportunidades de grande niumero de empregos. No ano de 2020 a
citricultura foi responséavel por mais de 38 mil admissdes e no primeiro semestre da
safra 2020/2021, mais de 17 mil vagas foram geradas, correspondendo a 7,64% do
total no Brasil e 13% no estado de Sao Paulo (CitrusBR, 2021).

A producdo de laranjas no Brasil € concentrada no cinturdo citricola, que
compreende grande parte do estado de S&o Paulo e a regido do Triangulo/Sudoeste
Mineiro. A maior parte da producao de laranjas é destinada ao processamento pela
indUstria para extracdo e concentracdo do suco para fins de exportacao (USDA, 2019).

Os pomares do estado de S&o Paulo sdo compostos, em sua grande maioria,
por cultivares de laranjas doces (Citrus x aurantium var. sinensis L.), com 97% pelas
cultivares Hamlim, Westin, Rubi, Valéncia, Valéncia Americana, Seleta, Pineapple,
Péra Rio, Folha Murcha e Natal (Fundecitrus, 2021b). Por atender tanto o mercado in
natura quanto a industria, a Pera Rio € a mais plantada, correspondendo a 43% do
total de &rvores em pomares recém implantados.

Além das cultivares usadas como copa, deve-se mencionar 0s porta-enxertos,
também de grande importancia pois afetam o vigor, producéo, periodo de maturacao
e qualidade dos frutos, e resisténcia a pragas e doencgas, entre outras caracteristicas
(Pompeu Junior, 2005). O limoeiro ‘Cravo’ (Citrus x limonia Osbeck var. limonia) € um
dos mais utilizados (Pompeu Jr e Blumer, 2016). O aumento no seu emprego teve
inicio em 1960 por conferir tolerancia a tristeza, doenca virGtica que na época

devastava inUmeros pomares (Grant, 1961; Coelho, 1993). Outras vantagens do



‘Cravo’ incluem alta compatibilidade com todas as cultivares de copa conhecidas,
vigor e resisténcia a seca (Pompeu Junior, 2005; Stenzel e Neves, 2004). Entretanto,
apresenta como desvantagem a suscetibilidade a morte subita dos citros, doenca
identificada em 2001 no territério brasileiro (Gimenes-Fernandes e Bassanezi, 2001),
e ao declinio, doenca de causa desconhecida (Yamamoto et al., 2003). O ‘Cravo’ foi
substituido pelo citrumeleiro ‘Swingle’ [Citrus x aurantium var. paradisi ined. X Poncirus
trifoliata (L.) Raf.], que em 2020 compunha 55,5% do total de mudas produzidas nos
viveiros paulistas, contra 27% do ‘Cravo’ (Carvalho et al., 2019; CDA, 2020). Diferente
do ‘Cravo’, o ‘Swingle’ resiste a morte subita (Yamamoto et. al., 2011) e tolera baixas
temperaturas, mas € menos tolerante a seca (Davies e Albrigo, 1994; Bastos et al.,
2014).

A citricultura sempre foi ameacada por doencas que levam a grandes prejuizos
econdmicos e sociais. As altas incidéncias de muitas doencas como o cancro citrico,
causado por Xanthomonas citri subsp. citri, Clorose Variegada dos Citros, causada
por Xylella fastidiosa, morte subita e, mais recentemente o HLB, associado a bactérias
de floema Candidatus Liberibacter spp., tém impactado sobremaneira o setor citricola
porque, além de exigir cuidados constantes com vistorias e controle de insetos vetores
ou facilitadores de infec¢do, requer também a eliminacédo de plantas. Estima-se que
no primeiro semestre de 2020, cerca de um milh&o de plantas foram eliminadas no

cinturdo citricola, somente em funcdo do HLB (CDA, 2020).

2.2. Huanglongbing

O Huanglongbing (HLB) é considerada a doenca mais destrutiva dos citros
(Bove, 2006) e tem causado grande preocupacgao aos citricultores de todo o mundo.
Sua rapida disseminacdo, auséncia de cultivares resistentes, alto custo do manejo
resultante da necessidade de se eliminar plantas doentes e de se proceder a
frequentes aplicacfes de inseticidas (Bassanezi et al., 2020) fazem com que esta
doenca seja a mais temida entre os produtores.

O HLB foi relatado inicialmente na China, em 1919. Do chinés, huanglongbing

significa doenca do ramo amarelo (Reinking, 1919). A doenga encontra-se distribuida



pelos paises da Asia, Africa e Américas (EPPO, 2022). No Brasil, o primeiro relato foi
em Sao Paulo em 2004, nos anos seguintes, em Minas Gerais, Parana e Mato Grosso
do Sul (Coletta-Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005; Meneguim et al., 2008; Diario
Oficial da Uniao, 2019).

O HLB esta associado a bactérias do género Candidatus Liberibacter spp.,
Gram-negativas, pertencentes ao grupo das alfa-proteobacterias, restritas ao floema
(Garnier e Bové, 1983; Jagoueix et al., 1994). Nao sao cultivaveis em meios de cultura
e por este motivo sua classificacdo taxondmica é baseada exclusivamente na
sequéncia de nucleotideos da regido 16S do DNA ribossomal (Jagoueix et al., 1994).
Existem trés espécies: Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), Candidatus
Liberibacter americanus (CLam) e Candidatus Liberibacter africanus (CLaf). CLas e
CLam séo transmitidas pelo psilideo asiatico Diaphorina citri Kuwayama (Capoor et
al., 1974) e CLaf pelo psilideo africano Trioza erytreae (Mclean e Oberholzer, 1965).
Além do psilideo, o HLB pode ser transmitido por meio da enxertia de material
infectado (Bové, 2006; Lopes et al. 2009; Wang e Trivedi, 2013) e por plantas parasitas
do género Cuscuta (Graca, 1991).

CLas é a espécie mais disseminada (EPPO, 2021; Bové, 2006; Gottwald,
2010). Atualmente, € a responsavel pela quase totalidade de plantas infectadas no
Brasil (Bassanezi et al., 2020), situacao oposta a de 2004 a 2006 quando predominava
CLam. A inversdo na ocorréncia das espécies se deve, provavelmente, a maior
resisténcia de ClLas a altas temperaturas e aos maiores titulos que alcanca nas
plantas doentes favorecendo sua disseminacao (Lopes et al., 2009).

Plantas hospedeiras de Liberibacter compreendem principalmente o género
Citrus e géneros préoximos (Halbert e Manjunath, 2004; Felisberto et al., 2019). Até o
presente momento nao foram encontradas cultivares de citros resistentes ao HLB. Em
trabalho recente realizado por Alves et al. (2021), Eremocitrus glauca, seus hibridos
com Citrus e Microcitrus e algumas espécies de Microcitrus mostraram-se resistentes
a bactéria, abrindo possibilidades de sua exploragdo como porta-enxertos ou como
fontes de resisténcia em programas de melhoramento genético.

Em citros, os primeiros sintomas visiveis de HLB s&o amarelecimento das folhas,
nervuras proeminentes e corticosas, e manchas cloroticas assimétricas, formando um

mosqueado, 0 sintoma mais caracteristico (Bové, 2006). Ocorre desfolha e morte dos



ponteiros na fase mais avancada da doenca. Os frutos possuem tamanho reduzido,
sdo deformados, assimétricos e suas sementes abortadas. Os frutos caem
prematuramente a medida que aumentam os sintomas na copa. O HLB nao leva a
morte das plantas, entretanto, com o progresso da doenca, as plantas tornam-se

pouco produtivas (Belasque Junior et al., 2009; Bassanezi et al., 2009).

2.3. Diaphorina citri

Diaphorina citri tem origem na Asia, hoje presente em todo o continente asiatico
e americano (Bové, 2006; Halbert e Nufiez, 2004). No Brasil, o inseto foi constatado
em 1942 (Costa Lima, 1942) e hoje presente nas principais regides citricolas do pais
(Fundecitrus, 2021). Os adultos medem de 2,8 mm a 3,2 mm de comprimento e seu
corpo é de coloracdo marrom claro, escurecendo a medida que envelhecem. S&o
insetos muito ativos, que se movimentam saltando rapidamente quando perturbados
(Gallo et al., 2002). Quando em repouso, permanecem em um angulo de 45° em
relagdo a superficie da planta em que se encontram (Hall et al., 2013). O ciclo de vida
desse inseto € composto pelos estagios de ovo, ninfa e adulto (Aubert, 1987).

Assim como CLas, as plantas hospedeiras de D. citri também se restringem as
Rutdceas. Em algumas pode ocorrer somente a oviposicdo sem o desenvolvimento
de ninfas (Halbert e Manjunath, 2004; Silva et al., 1968; Aubert, 1987, Felisberto et
al., 2019), com Murraya paniculata (L.) (falsa-murta) e Bergera koenigii L. as preferidas
do inseto (Halbert & Manjunath, 2004). Vérias espécies de rutaceas sdo comuns em
florestas localizadas em &reas externas aos pomares, mas ndo atuam como
hospedeiras de D. citri e nem da bactéria do HLB (Felisberto et al. 2019).

A rapida disseminagdo do HLB esta intimamente ligada a alta capacidade
dispersiva do vetor. Fatores ambientais podem interferir no deslocamento do inseto.
Na auséncia de luz sua atividade é reduzida (Wenninger e Hall, 2007), sendo o
periodo da tarde o de maior atividade de voo (Sétamou et al., 2012). Os ventos
também contribuem para a dispersao (Kobori et al. 2011). D. citri também € atraida

por compostos organicos volateis emitidos por plantas infectadas com CLas.



Substancias volateis sdo produzidos quando as plantas estdo sob ataque de
patégenos (Pare e Tumlinson, 1999; Holopainen, 2010) e insetos. O salicilato de
metila € o composto emitido em maiores concentragdes por plantas infectadas ou sob
ataque de psilideo. Os insetos se movem inicialmente para plantas infectadas e depois
para aquelas ndo infectadas. A baixa qualidade nutricional das plantas infectadas
também pode estimular a dispersdo subsequente do inseto para plantas sadias (Mann
et al., 2012).

Acasalamento e oviposi¢cao ocorrem somente nas brotaces (Wenninger e Hall,
2008), com os primeiros estagios de desenvolvimento (V1 a V3) sendo os mais
favoraveis para a oviposicdo, sobrevivéncia e desenvolvimento das ninfas e
emergéncia do adulto (Cifuentes-Arenas et al., 2018). O ciclo de ovo a adulto dura de
12 a 40 dias, variando de acordo com o hospedeiro e condicdes meteoroldgicas (Bove,
2006; Grafton-Cardwell, 2013). De acordo com Nava et al. (2007), sob temperaturas
mais baixas o ciclo bioldgico do psilideo (ovo-adulto) € mais prolongado, chegando a
43 dias a 18°C, reduzindo para 17 e 12 dias a 25 e 30°C.

Monitoramento da populacdo de psilideos em pomares do cinturdo citricola,
realizado ha anos pelo Fundecitrus, tem mostrado que o clima afeta o
desenvolvimento do inseto. Por causa das chuvas mais frequentes e temperaturas
mais altas, que, além de favorecer a reproducao do inseto também favorecem o
surgimento de brotacdes, os picos populacionais ocorrem normalmente entre os
meses de agosto a outubro. No entanto, nos meses de julho e agosto de 2020, houve
um aumento populacional de 207 e 307% em relacéo ao observado no ano de 2019.
Isso foi atribuido as chuvas incomuns em junho e aumento também incomum da
temperatura do ar nas semanas seguintes, as quais anteciparam o aparecimento de
novos brotos e favoreceram a reproducao do inseto (Fundecitrus, 2021).

A aquisi¢cado e inoculagdo da bactéria se da durante a ingestdo da seiva do
floema apds poucos minutos de alimentacdo. Quando a aquisicdo da bactéria ocorre
pelas ninfas, o adulto pode transmitir a bactéria logo ap6s sua emergéncia (Pelz-
Stelinski et al., 2010; Capoor et al.,1974; Hung et al., 2004). A aquisi¢cao ocorre de
forma mais eficiente na fase ninfal do inseto vetor, provavelmente, por se alimentar de
tecidos mais jovens (Inoue et al., 2009; Ammar et al., 2016). Lopes et al. (2017)

verificaram que a taxa de aquisicdo por ninfas e adultos é diretamente proporcional a



concentracdo de bactéria nos brotos. Depois de ingerida, a bactéria se multiplica
dentro do vetor e permanece nele por todo seu ciclo de vida (Inoue et al., 2009). Se a
ingestdo ocorre por adultos € necessario um periodo de 10 a 18 dias para o inseto ser

capaz de transmitir a bactéria (Canale et al., 2017).

2.4. Controle do HLB

Dada a natureza sistémica e rapida colonizacéo das plantas pela bactéria, que
acompanha o fluxo de crescimento e se movimenta para as extremidades como ramos
e raizes (Tatineni et al., 2008; Raiol-Juanior et al., 2021), a poda de ramos sintomaticos,
termoterapia das partes aéreas e aplicacfes de antibidticos ndo sdo eficazes em
controlar a doenca (Lopes et al., 2007; Bové, 2006, Hoffman et al., 2013; Yang et al.,
2016). O que tem sido feito para reducéo da disseminacdo do HLB é a utilizacdo de
mudas sadias adquiridas de viveiros certificados, eliminacdo de plantas sintomaticas
nos pomares para reduzir fontes de indculo e controle do inseto vetor (Gottwald, 2010).

Uma caracteristica importante que ajuda a entender o comportamento do vetor
e disseminacédo do patdgeno nos pomares é o efeito de borda, ou seja, ocorréncia de
maior concentracdo de plantas doentes na faixa de 100 a 200 m paralela as bordas
dos talhBes (Bassanezi et al., 2020), decorrentes da imigracdo de psilideos oriundos
de fora da propriedade (chacaras, quintais e pomares abandonados). S&do as
denominadas infeccfes primarias e tém sido o principal entrave para o controle do
HLB. Aplicagbes frequentes de inseticidas para controle do vetor e eliminacdo de
plantas doentes, ambos de forma regional, sdo fundamentais para se evitar novas
infeccbes (Gottwald et al., 2010; Bassanezi et al., 2009). Por lei € obrigatério o
monitoramento do vetor e de viveiros de mudas de citros. A eliminacdo de plantas
sintométicas € obrigatéria em pomares de citros até o oitavo ano apos o plantio (Diario
Oficial da Uniéo, 2021).

Como alternativa ao controle quimico, foi estudada a possibilidade de uso da
Tamarixia radiata (Hymenoptera: Eulophidae) (Waterston, 1922), inimigo natural do

vetor de CLas. A fémea deste endoparasitoide coloca ovos na parte ventral de ninfas



do terceiro a quinto instares de D. citri. Aléem disso, podem se alimentar de ninfas
jovens do inseto (Gémez Torres et al.,, 2006). Entretanto, o uso frequente de
inseticidas para o controle do HLB tem levado a eliminacdo de inimigos naturais da D.
citri, incluindo a Tamarixia radiata (Waterston) (Beloti et al., 2015). Sendo assim, seu

uso se restringe a areas abandonadas, chacaras e fundos de quintal.

2.5. Déficit hidrico

As plantas estdo constantemente expostas a condi¢cdes de multiplos estresses
abidticos que podem afetar seu desenvolvimento e producéo (Taiz e Zeiger, 2013;
Brito et al., 2012). Um exemplo € o estresse hidrico, que pode se dar tanto pelo
excesso quanto pela falta de &gua disponivel no solo, provocando alteracdes
fisiologicas e bioquimicas (Ramegowda e Senthil- Kumar, 2014; Suzuki et al., 2014).
No Brasil, nas regides norte e noroeste do estado de Séo Paulo, importantes regides
produtoras de citros, as chuvas ocorrem comumente de forma mais irregular
(concentradas nos meses mais quentes) sendo muitas vezes em intensidades
inferiores as necessidades das plantas (Mattos Junior et al., 2005).

Para superar os impactos do DH, as plantas em geral adotam estratégias que
visam a reducédo da perda de agua, sendo algumas delas o fechamento estomético,
aumento em profundidade do sistema radicular, emissdo de maior numero de vasos
do xilema para favorecer a conducéo de agua, flexibilizacdo no ciclo de vida, e maior
proporcao de raiz em relacdo a parte aérea (Verslues et al., 2006; Pedroso et al.,
2014). Além disso, o déficit hidrico em excesso pode levar ao abortamento de flores e
frutos, afetando diretamente a producéo (Zanini e Pavani, 1998). Na safra de 2020/21
foi registrada queda de 21,60% dos frutos, equivalentes a 74 milhdes de caixas. As
causas foram as altas temperaturas e o volume de chuvas inferior a média histérica
em boa parte do cinturdo citricola (Fundecitrus, 2021).

O déficit hidrico associado a temperatura pode ser uma das causas das
diferencas na incidéncia de doencas no parque citricola (Fundecitrus, 2021). A clorose
variegada dos citros (CVC), doenca de grande importancia entre os anos de 1999 e

2012, estava ocorrendo em maior intensidade na regido Norte e Noroeste do Estado
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de S&o Paulo enquanto que na regido Sul, a intensidade era reduzida. Essa situacao
€ inversa ao que se tem visto para o HLB, mostrando que a CVC é favorecida pelas
altas temperatura e déficit hidrico (Coletta-Filho et al., 2020; Laranjeira et al., 2008).

O déficit hidrico pode também predispor ou indispor a planta a patdégenos
(Tippmann et al., 2006; Maxwell et al., 1997). No caso da CVC, de acordo com
Laranjeira et al. (2003) maior nimero de plantas assintomaticas foi constatado na
regido Sul do estado de S&o Paulo, quando comparadas as regidbes Noroeste e
Centro. Entretanto, a concentracdo da bactéria ndo diferiu estatisticamente entre
regides. Em laranjeira Natal afetada pela CVC, os sintomas da CVC eram mais
severos nas plantas sem irrigacdo (Machado et al. 2007). Habermann et al. (2009)
também verificaram danos fisiolégicos mais severos em plantas cultivadas em regides
frequentemente expostas ao déficit hidrico. Também foi observada influéncia do déficit
hidrico sobre o inseto vetor da CVC. A taxa de sobrevivéncia e excrecdo de
‘honeydew’, usado para medir a quantidade de seiva ingerida pelo inseto, foi inferior
em plantas submetidas a déficit hidrico quando comparadas aquelas sob capacidade
de campo (Pereira et al., 2005). Em plantas de videira, a taxa de aquisicdo e
transmissao de X. fastidiosa pela cigarrinha Homalodisca vitripennis, foi inversamente
proporcional ao nivel de déficit hidrico (Del Cid et al., 2018). Krugner e Backus (2014),
estudando o vetor da CVC em videira, afirmam que as menores taxas de aquisicao e
transmissao se devem a menor preferéncia do inseto vetor por plantas submetidas ao
déficit hidrico.

Para o HLB, foco do presente trabalho, ha poucas informacdes a respeito do
déficit hidrico sobre a concentracdo da bactéria na planta citrica, e sua aquisi¢cdo e
transmissao pelo inseto vetor. Lopes et al. (2017) observaram uma alta correlacéo
entre precipitacdo e concentracdo de CLas em brotos de plantas afetadas por HLB.
Estes autores verificaram menores concentracdes de CLas em plantas localizadas em
areas onde ocorreram baixas precipitacdes, reforcando-se a necessidade de estudos
para confirmar ou ndo os resultados encontrados no campo. Martini et al. (2017)
verificaram que plantas sob déficit se tornam menos atrativas a D. citri e a seu
parasitoide T. radiata. Houve menor emisséao de volateis atrativos pelas plantas com
restricdo hidrica sugerindo menores possibilidades a aquisi¢ao e transmisséo de CLas

em regides onde predomina o déficit hidrico.
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CAPITULO 2 - Impacto da temperatura do ar e déficit hidrico sobre brotagées de
plantas de laranja, multiplicacdo de Candidatus Liberibacter asiaticus e
aguisicao da bactéria por Diaphorina citri

RESUMO - Huanglongbing (HLB) é a mais destrutiva doenca dos citros. Ha variacdes
na incidéncia da doenca nas diferentes regifes do cinturdo citricola do estado de Sao
Paulo e Triangulo Mineiro. As menores incidéncias sdo em regides localizadas ao
norte e noroeste, de maior déficit hidrico e mais altas temperaturas quando
comparadas as demais. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, em plantas
de ‘Valéncia’ enxertada sobre o citrumeleiro ‘Swingle’, sadias e afetadas por HLB, em
diferentes ambientes e épocas do ano (abril-junho e julho-setembro), o impacto da
temperatura e déficit hidrico sobre o surgimento e desenvolvimento dos brotos, e
sobre a multiplicacdo de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) e sua aquisi¢cao por
adultos de Diaphorina citri. Plantas com 4 anos de idade foram mantidas sob
condicdes de 100%, 75% e 55% de saturacdo de dgua do substrato. Para a aquisicédo
de CLas, adultos de D. citri foram confinados nos brotos por 72 h e, posteriormente,
brotos e psilideos foram avaliados por PCR quantitativo. O surgimento dos brotos foi
mais rapido e o tempo de maturacdo menor no periodo de temperaturas mais elevadas
(julho a setembro) do que de temperaturas mais baixas (abril a junho), em ambos os
ambientes. O DH néo afetou o tamanho final dos brotos, que foi menor em plantas
doentes, e o titulo de CLas nos brotos e nos insetos. Porém, o DH afetou a aquisi¢cao
da bactéria. As porcentagens de insetos com CLas variou de 9,84% em plantas sob
DH intermediario, 15,38% em plantas sob DH severo e 36,36% em plantas sem DH.
Conclui-se que as menores incidéncias de HLB nas regides norte e noroeste do estado
de Sao Paulo podem ser o resultado, ao menos parcial, da menor taxa de aquisi¢cao
de CLas por D. citri.

Palavras chave: Citrus spp., Huanglongbing, condi¢cdes ambientais, disseminacao do
HLB, psilideo
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CHAPTER 2 - Impact of temperature and water deficit on sweet orange new
shoots, multiplication of Candidatus Liberibacter asiaticus and bacterial
acquisition by Diaphorina citri

ABSTRACT - Huanglongbing (HLB) is the most destructive citrus disease. There are
variations in the incidence of the disease in the different regions of the citrus belt of the
state of S&o Paulo and Triangulo Mineiro. The lowest incidences are in regions located
to the north and northwest, with greater water deficit and higher temperatures when
compared to the others. The present work aimed to evaluate, in healthy and HLB-
affected 'Valencia' plants grafted on 'Swingle' citrumelo rootstock, in different
environments and seasons (April-June and July-September), the impact of
temperature and water deficit on the emergence and development of shoots, and on
the multiplication of Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) and its acquisition by
adults of Diaphorina citri. Under different conditions of substrate saturation (100%,
75% and 55% of substrate water saturation 8 year old plants were maintained. For the
acquisition of CLas, adults of D. citri were confined in shoots for 72 h and, later, shoots
and psyllids were evaluated by quantitative PCR. The emergence of shoots was faster
and the maturation time was shorter in the period of higher temperatures (July to
September) than of lower temperatures (April to June), in both environments. WS did
not affect final shoot size, which was smaller in diseased plants, and CLas titer in
shoots and insects. However, WS affected the acquisition of the bacterium. The
percentages of insects with CLas ranged from 9.84% in plants under intermediate WS,
15.38% in plants under severe WS and 36.36% in plants without WS. It is concluded
that the lower incidences of HLB in the north and northwest regions of the state of S&o
Paulo may be the result, at least partially, of the lower rate of acquisition of CLas by D.
citri.

Keywords: Citrus spp., Huanglongbing, environmental conditions, HLB spread, psyllid
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1. INTRODUCAO

Huanglongbing (HLB) € considerada a mais devastadora doenca dos citros
(Boveé, 2006). A doenga esta associada as a-proteobactérias Gram-negativas e
restritas ao floema, sendo elas Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), Ca. L.
americanus (CLam) e Ca. L. africanus (CLaf) (Garnier e Bové 1983; Teixeira et al.,
2005; Jagoueix et al., 1994), sendo CLas a espécie mais disseminada no Brasil e no
mundo (Bové, 2006; Gottwald, 2010). No campo, CLas é transmitida somente pelo
psilideo Diaphorina citri Kuwayama (Capoor et al., 1974). Experimentalmente, pode
também ser transmitida por meio de enxertia de material infectado (Lopes et al., 2009).
No Brasil, CLas foi detectada no estado de S&o Paulo em 2004 (Coletta-Filho et al.,
2004), Minas Gerais em 2005 (Teixeira et al., 2005), Parana em 2006 (Meneguim et
al., 2008) e Mato Grosso do Sul (Diario Oficial da Unido, 2019). O HLB se constitui em
ameaca constante a outras regioes produtoras ainda isentas da doenca. A producao
e longevidade das plantas sao reduzidas quando infectadas por HLB. Tentativas de
cura de plantas doentes se mostraram ineficazes (Lopes et al., 2007; Hoffman et al.,
2013; Yang et al., 2016) e por este motivo as medidas preventivas sdo necessarias
para um controle eficiente, que s6é € possivel se adotadas de forma regional
(Bassanezi et al., 2020).

De acordo com o ultimo levantamento de incidéncia feito pelo FUNDECITRUS,
em 2021, o numero estimado de arvores com sintomas de HLB no cinturdo citricola
de SP e MG foi de 43,4 milhdes de laranjeiras, o que corresponde a 22,37% do total
de arvores cultivadas (FUNDECITRUS, 2021). Interessante notar que a incidéncia do
HLB varia nas diferentes regifes. Municipios localizados no Centro e Leste do estado
de S&o Paulo apresentam as maiores incidéncias, chegando a 67,0% de arvores
sintomaticas na regiao de Brotas. As regides Norte, Noroeste e Sudoeste detém as
menores incidéncias, alcancando valores maximos de 4,25% na regiao de Itapetininga
(FUNDECITRUS, 2021). A variacdo na incidéncia de HLB esté associada, entre outros
fatores, ao clima que caracteriza cada regido. O clima das regides Norte e Noroeste é
tropical, com temperaturas mais elevadas, inverno seco e poucas chuvas, com media

anual diaria de 24°C e 100 mm mensal de acumulado de chuva, chegando a no
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maximo 15 mm no més mais seco. Nos meses mais frios a temperatura média fica por
volta dos 18°C. Por outro lado, o clima das regibes Centro, Sul e Sudoeste é
subtropical, com temperaturas mais amenas e maior constancia de chuvas, com
meédia anual diaria maior que 22°C no més mais quente e de 15°C nos meses mais
frios, e 125 mm por més de acumulado de chuva, com valores maximos absolutos de
300 mm (Ribeiro et al., 2006; Rolim et al., 2007).

As causas da variagdo regional na incidéncia do HLB no parque citricola ndo
foram ainda totalmente esclarecidas. Maiores ou menores taxas de disseminacéo
parecem depender do que acontece com bactéria, com o inseto vetor e com a planta
hospedeira, todos influenciados pelo ambiente. De acordo com Davis e Albrigo (1994),
os fluxos de brota¢fes sao influenciados pela temperatura e regime hidrico, no qual o
aumento dessas variaveis leva ao incremento do numero de brotacdes. Essas
mesmas variaveis tém influéncia sobre a bactéria. A temperatura de 38°C, o titulo de
ClLas foi reduzido de log 7 de células por grama de tecido para log 3 em brotos de
plantas jovens em condi¢cdes de camaras de crescimento (Lopes et al., 2013). No
campo, condicbes de temperaturas acima de 30°C acompanhadas de pequeno
volume de chuva também resultaram em menores titulos de CLas (Lopes et al., 2017).
Os menores titulos afetaram negativamente a aquisicao da bactéria por D. citri, 0 que
também foi verificado por Wu et al. (2018). Para o vetor, além da importancia das
brotacdes para sua alimentacéo e reproducéo (Cifuentes-Arenas et al., 2018), também
foi verificada influéncia das variaveis ambientais. Temperaturas entre 25 e 28°C séo
mais favoraveis para o desenvolvimento do psilideo (Liu e Tsai, 2000) e temperaturas
acima de 32°C desfavoreceram o inseto (Nava et al., 2007). A proporcédo de psilideos
gue adquiriram CLas foi maior quando mantidos a temperatura de 25°C quando
comparados aqueles a 15° e 35°C (Wu et al., 2018). No mesmo sentido, Martini e
Stelinski (2017) verificaram que plantas sob déficit hidrico se tornaram menos atrativas
a D. citri e a seu parasitoide T. radiata, possivelmente devido a menor quantidade de
volateis atraentes emitidos pelas plantas, sugerindo que a disseminacéo do HLB seria
menor e menos severa em regides frequentemente expostas a déficit hidrico.

Pela inexisténcia de material resistente ao HLB, ha necessidade de
compreender as causas das grandes variacbes de incidéncia da doenca para

aprimorar o seu manejo. Neste sentido, este trabalho foi conduzido com o objetivo de
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avaliar, sob condi¢cdes experimentais de casa de vegetacdo e sala com fotoperiodo
controlado e em diferentes épocas do ano, o impacto da temperatura e déficit hidrico
sobre o surgimento, crescimento e desenvolvimento de brotos em plantas sadias e
afetadas por HLB, e sobre a multiplicacdo de CLas e sua aquisi¢ao por adultos de D.

citri.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em dois ambientes, um semiaberto (casa de
vegetacdao telada com malha de abertura de 0,87 x 0,30 mm) e um fechado (sala com
fotoperiodo controlado) adaptada com lampadas de LED (Figura.1) para simulacao de
fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro. Os experimentos foram conduzidos nas
dependéncias do Departamento de Ciéncias da Producdo Agricola da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal (SP), situados a
21°15'17" de latitude Sul e 48°19'20" de longitude Oeste, a 605 m acima do nivel do
mar, realizados em duas épocas, abril a julho e julho a setembro de 2020. A
intensidade de luz em cada ambiente foi avaliada usando-se um quantdometro LP-80
AccuPar PAR/LA (Ceptometer Decagon Devices, INC.), que registrou valores médios
de 110 e 125 pymol m2 s na casa de vegetacdo e sala, respectivamente. Para registro
da temperatura e umidade relativa do ar foram utilizados registradores LogBox-AA
(NOVUS Produtos Eletronicos Ltda, Porto Alegre, RS, Brasil). Nos experimentos das
duas épocas avaliadas foram usadas mudas de laranjeira Valéncia (Citrus x aurantium
var. sinensis L.) sobre o porta-enxerto o citrumeleiro ‘Swingle’ [C. x aurantium var.
paradisi ined. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], sadias e infectadas com CLas, cultivadas
em vasos de 4,7 L e substrato comercial Multiplant (Terra do Paraiso, Holambra-SP),
gue é composto por casca de pinus e vermiculita expandida. As mudas utilizadas
tinham 4 anos de idade. As plantas foram inoculadas, por meio de enxertia, um ano
antes de serem usadas nos experimentos. As plantas com HLB apresentavam

sintomas de mosqueado em suas folhas.
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Figura 1. Imagem das estruturas adaptadas com lampadas de LED para
simulagdo do fotoperiodo (12h luz : 12h escuro) sobre plantas sadias ou
afetadas por HLB, submetidas ou ndo a déficit hidrico, mantidas em sala
localizada no departamento de Ciéncias da Producgédo Agricola

2.1. Experimento para determinar niveis de déficit hidrico

Testes preliminares foram realizados com o intuito de se quantificar, ao longo
do tempo, volumes de perda de agua em plantas com e sem HLB e, desta forma,
determinar os tratamentos que seriam usados neste trabalho. Dez vasos de plantas
sadias e 10 de plantas doentes de tamanhos semelhantes foram selecionados e o
peso de cada vaso foi padronizado em 2 kg. Posteriormente, cada vaso foi irrigado
até a completa saturacdo do substrato. Apds cessar a drenagem do excesso de agua,
os vasos foram pesados em balanca digital (Prix 3 Fit, Toledo) e determinou-se 0 peso
gue indicava a capacidade de saturacdo do substrato. Na auséncia de irrigacéo, as
plantas continuaram a ser pesadas a cada 3 dias e os dados usados na determinacao
de curva de perda de agua. O teste foi iniciado no dia 01/02/2020 e finalizado no dia

05/03/2020, quando as folhas das plantas sadias apresentavam sintomas de murchas.
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2.2. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em duas épocas do ano (abril a julho e julho a
setembro de 2020) utilizando-se as mesmas plantas. Foram utilizadas 24 plantas
sadias e 24 doentes em cada ambiente. Os diferentes niveis de déficit hidrico
utilizados no presente trabalho foram baseados no experimento preliminar, como
descrito no item 2.1. O delineamento foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 2, no qual foram avaliados trés niveis de déficit hidrico (100%, 75% e 55%
de saturagéo do substrato) e dois estados de sanidade das mudas (com ou sem HLB),
com 8 repeti¢cdes, sendo uma planta por repeticdo. Para manutencéo dos tratamentos
(100%, 75% e 55% de saturacdo do substrato) pesava-se cada vaso e repunha-se o
volume de agua perdido por evapotranspiracdo referente a cada tratamento, nos 3

dias anteriores.

2.3. Impacto na brotagédo

Uma semana apos atingirem os niveis de déficit desejados (100%, 75% e 55%
de saturacdo do substrato), as plantas dos dois ambientes foram podadas para
estimular a emissdo de novos brotos (13/04/2020 e 10/07/2020, primeira e segunda
época, respectivamente). Durante a poda procurou-se eliminar o minimo de material
vegetal, podando-se apenas as extremidades de cada ramo. Os brotos que surgiram
apos a poda foram avaliados ao longo do tempo quanto ao aumento de tamanho e
mudancas de estadios fenolégicos. Foram selecionados quatro brotos por planta e,
com uma régua, foram medidos, a cada dois dias, seu comprimento, com inicio no
momento de sua emissao (estadio V1) finalizando quando atingissem completo
amadurecimento (estadio V6). Os demais brotos que surgiram foram mantidos na
planta. Determinacdo dos estadios de desenvolvimento baseou-se na descricao
proposta por Cifuentes-Arenas et al. (2018), como descrito na Figura 2. O registro de
temperatura foi usado para determinar os graus dia de desenvolvimento dos brotos

(GDD), considerando-se temperatura base de 9°C (Cifuentes-Arenas, 2017) e as
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férmulas propostas por McMaster (1997). O experimento foi conduzido duas vezes

(abril a julho e julho a setembro de 2020) com as mesmas plantas.

V3
(apical meristem
detad)

V4

(upial meristem detail)

Figura 2. Estadios fenoldgicos de brotos de plantas de citros.
V1. entumescimento da gema; V2: inicio da elongacédo do
ramo; V3: expansao da folha e fluxo vegetativo; V4: abertura
e definicAo do numero de folhas; V5: folhas totalmente
expandidas; V6: folha madura (Fonte: Cifuentes-Arenas et al.,
2018).
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2.4. Impacto do déficit hidrico na aquisi¢cdo de CLas por D. citri

Brotos em estadios V2 e V3 (Cifuentes-Arenas et al. 2018) emitidos apds a
poda das plantas doentes foram selecionados e envolvidos com sacos de voal, sendo
um broto por planta. Dois casais de adultos de D. citri, isentos de CLas, obtidos do
FUNDECITRUS, foram confinados em cada voal por 72 h para oviposicao e avaliacao
da taxa de aquisicdo de ClLas. ApOs esse tempo, os insetos foram retirados,
transferidos para tubos Eppendorf e congelados para posterior extracdo de DNA e

analise por qPCR.

2.5. Impacto na multiplicagcdo CLas em brotos e na sua aquisi¢ao por D.
citri

Os brotos onde os insetos foram confinados foram coletados e picados com
uma lamina. As amostras de DNA foram extraidas de 0,3 g de tecido vegetal picado
ou de um psilideo e colocadas em eppendorf de 2,0 e 1,5 mL, respectivamente.
Adicionou-se 2 mL (Tecido vegetal) e 0,4 mL (psilideo) de solucdo de tampéao de
extracdo concentrado de CTAB + [B-mercaptoetanol (Murray e Thompson, 1980).
Posteriormente o material foi macerado com triturador Tissuelyser Il (Qiagem) com
frequéncia de 30 a 45 s. Em seguida, o material foi incubado em banho maria a 65°C
por 30 min. Entéo, foram adicionados as amostras de psilideo 0,4 mL de cloroférmico-
isoamil 24:1. Todas as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 min (tecido
vegetal) e 10 min (psilideo) em temperatura ambiente. Foram recuperados 0,9 mL do
sobrenadante e transferidos para um novo tubo eppendorf com 0,9 mL de
cloroférmico-isoamil 24:1, homogeneizado em vortex e centrifugado a 12.000 rpm por
5 min. Volume de 0,8 e 0,3 mL de sobrenadante do tecido vegetal e psilideo,
respectivamente, foi recuperado e transferido para um tubo eppendorf com 0,48 mL
(tecido vegetal) e 0,18 mL (psilideo) de isopropanol para precipitar o DNA. A amostra
foi incubada por 30 min a -20°C e centrifugadas por 20 min a 12.000 rpm em
temperatura de 4°C, sendo descartado o sobrenadante. Posteriormente, houve a
lavagem dupla da amostra com 0,9 mL de etanol 70% e centrifugagcdo a 12000rpm
por 10 min. O DNA foi desidratado por 8 minutos em speed-vac e ressuspenso em



29

0,05 mL (tecido vegetal) e 0,03 mL (psilideo) de agua Milli-Q auto clavada e deixada
em “overnight” a 4°C (Teixeira et al., 2005). O DNA extraido do tecido vegetal foi
quantificado e ajustado a concentragédo de 100 ng pL, em seguida analisado por PCR
em tempo real (QPCR), em volume final de 12 pyL contendo 9 pL de master mix e 3 uL
de DNA (de Path ID Master Mix). Para analise do DNA do inseto, 3 uL das amostras
de DNA, sem qualquer diluicdo, foram adicionados a 9 yL da master mix. A PCR foi
realizada no termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems) usando-se o protocolo
descrito por Li et al. (2006). Os valores de Ct (cycle threshold) foram ajustados
manualmente usando o software StepOne. Somente as amostras com Ct < 34 foram

consideradas positivas para presenca de CLas (Lopes et al., 2013).

2.6. Analise dos dados

O software R e nivel de probabilidade de 5% foram usados para todas as
andlises. A perda de 4gua de plantas doentes e sadias foram analisadas por meio de
regressao linear simples. Para analise do crescimento dos brotos, determinou-se o
comprimento longitudinal (cm) gerado em funcdo do acumulo de graus-dia de
desenvolvimento (GDD) a partir do momento da poda. O tempo necessario para inicio
das brotacdes foram determinados a partir da média do numero de brotos de cada
tratamento. Os dados foram ajustados ao modelo de crescimento populacional de
Gompertz, que € dado pela férmula y=a*exp(-b*exp(-c*x) (Tjorve e Tjorve, 2017;
Kurnianto et al. 1998), onde y: crescimento do broto; a: tamanho final do broto; b:
ajuste de dados; c: taxa de crescimento do broto. Este modelo foi selecionado apés
analise de comparativa de R? e o critério informativo de Akaike — AIC (Akaike, 1998)
gerados por outros modelos. O modelo de Gompertz resultou em maior R? e menor
AIC. Foli, portanto, o que melhor se ajustou aos dados. Os parametros a (amplitude
ou tamanho final) e c (taxa de crescimento) foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) por meio de um modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo
Gaussiana, com o status de infeccdo por CLas (doente e sadia) e o status de déficit
hidrico (100%, 75% e 55% de saturagdo do substrato) considerados como fatores.

Quando foram detectados efeitos significativos, a separacdo de meédias foi feita por
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meio do teste de Tukey. Os ambientes foram analisados separadamente. Os dados
de proporcdo de adultos de D. citri contendo CLas, apds confinamento 72 h para
aquisicado, e os titulos bacterianos em insetos e brotos foram submetidos & ANOVA
ajustando-se os dados a um modelo GLM binomial e gaussiano, respectivamente.
Quando a ANOVA detectou diferencas significativas, prosseguiu-se com o teste de

Tukey para a separacdo de médias.

3. RESULTADOS

3.1. Determinacdo de niveis de déficit hidrico para uso nos experimentos

A perda de agua se deu de forma mais acentuada nas plantas sadias do que

nas doentes e nas mantidas na casa de vegetacao do que na sala (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de reducdo no peso dos vasos de plantas de laranjeira
‘Valéncia’ enxertadas sobre citrumeleiro ‘Swingle’ ao longo do tempo mantidas em
sala com fotoperiodo controlado (A) e casa de vegetacédo (B), durante o més de marco
de 2020. Os valores correspondem as médias de porcentagem de 10 vasos de plantas
e as barras verticais ao erro padrao.

A perda de agua média diaria no ambiente fechado (sala) foi de 1,27% e 1,08%
em plantas sadias e doentes, respectivamente (Figura 3 A), equivalentes a um volume
médio de perda de agua, por vaso, de 28,7 e 26,0 mL dia. De forma semelhante a
sala, porém mais acentuada, os vasos das plantas sadias mantidas em ambiente
semiaberto de casa de vegetacao tiveram reducdo de peso diario de 1,82% e as
plantas doentes de 1,48% (Figura 3 B), equivalentes a 48,4 e 38 mL dia?,

respectivamente.
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O inicio dos sintomas associados ao déficit hidrico (murchamento de folhas
com perda de brilho foliar) aconteceu quando a perda de peso atingiu
aproximadamente 50% do peso dos vasos saturados em agua, nos dois ambientes.
Estas determinacdes preliminares permitiram estabelecer os tratamentos a que as
plantas seriam submetidas nos experimentos seguintes, ou seja, adotou-se como
nivel severo de déficit 55% de saturagdo do substrato e, como nivel intermediario,

75%. Substrato completamente saturado (100%) foi estabelecido como controle.

3.2. Condigdes ambientais experimentais

No campo as plantas podem estar expostas a condi¢cdes que levem a estresses
hidricos causados por auséncia/insuficiéncia de chuvas sob diferentes condi¢cdes de
temperatura. Assim, mesmo que de forma artificial, procurou-se avaliar o impacto do
déficit hidrico nos dois ambientes mencionados e em duas épocas do ano. Dados de
temperatura e umidade relativa nesses ambientes nas duas épocas sdo apresentados
na Tabela 1.

A variacao de temperatura dentro da sala climatizada de abril a setembro foi
baixa, sendo a minima de 21,5 e alcancando o valor maximo de 25,7 °C. Para a casa
de vegetacdo, a amplitude térmica foi maior, de 13,2 a 32,4 °C, no periodo de abril a
setembro. Os meses em que ocorrem as maiores temperaturas foi julho a setembro,

em ambos 0s ambientes.

Tabela 1. Dados de temperatura maxima (TMax), minima (TMin), média (TMed) e umidade
relativa do ar (UR) dos experimentos realizados em sala com fotoperiodo controlado (Sala)
e casa de vegetacao (C. V.) em duas épocas avaliadas.
Abril a Julho Julho a Setembro
TMax+EP TMintEP TMed+EP UR+EP TMaxtEP TMintEP TMed+EP UR*EP

Sala 23,5#0,1 21,5#0,1 22,4+0,1 61,0+0,7 25,7¢0,1 23,5+0,2 24,5+0,1 57,5+0,5
C.V. 29,7+0,2 13,2+0,2 20,4+0,2 73,3%x0,5 32,4+0,3 14,4+0,2 22,5+0,1 61,8+0,6
EP = erro padréo
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3.3. Impacto do déficit hidrico nas brotacdes

3.3.1. Tempo para surgimento dos brotos

Para as plantas que estavam na sala foi verificado que, em média, as brotacdes
ocorreram mais rapidamente no periodo de julho a setembro. Ndo houve diferenca
significativa entre as plantas sadias e doentes na primeira época avaliada. Nesse
mesmo periodo também ndo houve diferenca entre os niveis de déficit hidrico. Para a
segunda época avaliada (julho a setembro), as plantas sadias submetidas ao déficit
hidrico brotaram mais rapidamente quando comparadas aquelas sem déficit hidrico.
Enquanto que as plantas doentes ndo diferiram entre si quanto aos niveis hidricos
(Tabela 2).

Para as plantas que estavam em casa de vegetacdo na primeira época
avaliada, verificou-se que as brotacdes se deram mais rapidamente nas plantas
doentes do que as sadias, em média. Entre os niveis hidricos, o tempo para emisséo
de brotac6es nédo diferiu estatisticamente entre as plantas em ambos os periodos

avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2. Tempo (dias) para o surgimento de brotos de laranjeira ‘Valéncia’ em sala com
fotoperiodo controlado e casa de vegetacao (C.V.), sob diferentes niveis de déficit hidrico

Ambiente Tratamentos Abril a Julho Julho a Setembro

1 sadia doente média sadia doente média
Dias+EP?2

100% SAT 32+5,1 21+4,6 26,5+5,5 20+0,5 Aa 12+1,7 Ba 16+4,0
sala 75% SAT 13+5,7 21+4,4 17+4,0 13+0,7 Ab 12+0,8 Aa 12,5+0,5
55% SAT 27+4,9 19+5,3 23+4,0 10+0,6 Ab 10+0,4 Aa 10+0,0
Média 24457 A 20,3x0,7 A 22,1+1,8 14,3+3,0 11,3+0,7 12,8+1,5
100% SAT 24+3,0 10+0,7 17+7,0 23+0,8 21+1,6 22+1,0
cV 75% SAT 16+0,8 10+0,9 13+3,0 27+2,2 22+1,4 24,5+2,4
o 55% SAT 20+2,7 10+1,4 15+5,0 25+0,9 17+1,1 21+4,0
Média 20+2,3 A 10+0,0 B 15+5,0 25+1,1 A 20#1,1 A 22,5+2,5

1 SAT: saturacdo do substrato; 2Erro Padrdo. Letras mailsculas correspondem as comparagdes
entre o status fitossanitario dentro de cada nivel de déficit. Letras minUsculas correspondem as
comparacdes entre os niveis de déficit.



33

3.3.2. Tempo para maturagdo dos brotos

Houve tendéncia de menor tempo para maturacdo dos brotos na segunda
época avaliada, para os dois ambientes estudados. Em relacdo aos niveis de déficit
hidrico, os valores se mostraram, de forma geral, similares nos dois ambientes e duas
épocas. O tempo para maturacdo entre plantas sadias e doentes diferiu
estatisticamente para aquelas avaliadas na segunda época e ambos ambientes. Neste
caso, as plantas doentes emitiram brotacdes mais rapidamente em relacdo as sadias
(Tabela 3).

Tabela 3. Tempo (dias) para a maturagao de brotos de laranjeira ‘Valéncia’, em Sala com
fotoperiodo controlado e Casa de Vegetacado (C.V.), sob diferentes niveis de déficit hidrico

Ambiente  Tratamentos? Abril a Julho Julho a Setembro
sadia doente Média sadia doente média
Dias+EP

100% SAT 69+2,3 Aa 63+1,6 Aa 66+2,6 60+2,4 54+2.4 57+3,0
Sala 75% SAT 49429 Ba 80+2,1 Aa 65,545,2 53+2,9 54+2.,6 53,5+0,5
55% SAT 61+2,5 Aa 67+1,3 Aa 6412 .4 52+2.,4 44+1,2 48+4,0
Média 59,7+3,4 70+3,5 65,2+2,6 55425 A 50,7+3,3B 52,842,6

100% SAT 79+3,3 73+2,1 76+2,8 63+1,2 65+1,8 64+1,0
cV 75% SAT 80+2,4 73%3,0 76,5+1,3 65+2,6 60+2,6 63,5+2,5
o 55% SAT 74+1,7 76%1,8 75+2,2 65+1,5 59+1,9 62+3,0
Média 77,7812 A 74+1,7 A 75,9+1,5 64,3+0,6A 61,3+1,8B 63,2+1,5

! Saturacé@o do substrato; 2Erro Padrdo. Letras mailsculas correspondem as comparagdes entre o
status fitossanitario dentro de cada nivel de déficit. Letras minusculas correspondem as comparacdes
entre os niveis de déficit.

3.3.3. Taxa de crescimento e tamanho final dos brotos

A. Periodo de abril a julho

De abril a julho de 2020, a taxa média de crescimento dos brotos foi de 0,012
+ 0,001 cm GDD na sala, ndo sendo influenciada significativamente pelo déficit
hidrico (F = 1,3388, df = 2, P = 0,2858) nem pela presenca da bactéria (F = 1,4881, df
=1, P = 0,2374) (Figura 4). Ao contrario da sala, na casa de vegetagéo a taxa de
crescimento foi significativamente influenciada pelo déficit hidrico (F = 5,2131, df = 2,
P = 0,0108) e pela infeccao por ClLas (F = 29,5359, df = 1, P < 0,0001). Na casa de

vegetacao, a taxa de crescimento foi em média 24% maior nas plantas doentes que
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nas sadias e 17% maior em plantas submetidas a déficit hidrico severo quando

comparadas com as plantas sem déficit.
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Figura 4. Taxa de crescimento de brotos em sala com fotoperiodo
controlado (A) e casa de vegetacdo (B) no periodo de abril a julho. Os
valores correspondem as médias do tamanho de brotos em 8 plantas,
medidos a cada 2 dias, seguidas do erro padrédo. Letras mailsculas
correspondem as comparacbes entre os niveis de déficit. Letras
minusculas correspondem as comparacdes entre o status fitossanitario
dentro de cada nivel de déficit. SAT = Saturac¢édo do substrato.

No mesmo periodo, o tamanho final dos brotos (Figura 5 A e B), tanto na sala

guanto na casa de vegetacao, ndo apresentaram diferenca significativa entre os niveis
de déficit hidrico (Sala: F = 1,6219, df = 2, P =0,2237; Casa de vegetacdo: F =0,4991,

df = 2, P = 0,6116). Porém, a presenca de CLas influenciou significativamente o
tamanho em ambos os ambientes (Sala: F = 29,9397, df = 1, P < 0,0001; Casa de

vegetacdo: F = 6,8756, df = 1; P = 0,0131), sendo que nas plantas sadias os brotos

foram em média 136% e 60% maiores do que os das plantas doentes na sala e casa

de vegetacéo, respectivamente.
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Figura 5. Tamanho final de brotos de plantas de laranjeira ‘Valéncia’
enxertadas sobre citrumeleiro ‘Swingle’ em sala com fotoperiodo
controlado (A) e casa de vegetacdo (B). Os valores correspondem as
meédias (x erro padrdo) de 8 plantas avaliadas a cada 2 dias. Letras
mailsculas e mindsculas correspondem, respectivamente, as
comparacoes entre os niveis de déficit e entre os status fitossanitarios
dentro de cada nivel de déficit. SAT = Saturacao do substrato.

B. Periodo de julho a setembro

No periodo de julho a setembro, a taxa de crescimento dos brotos nao foi
influenciada pelo status fitossanitario (Sala: F = 0,0640, df = 1, P = 0,8016; Casa de
vegetacao: F = 2,3476, df = 1, P = 0,1350) ou de déficit hidrico (Sala: F = 0,1275, df =
2, P =0,8806; Casa de vegetacao: F =0,9729, df = 2, P = 0,3885) tanto na sala (Figura
6 A) quanto na casa de vegetacao (Figura 5 B). Em média, a taxa de crescimento na
sala foi 0,013 + 0,001 cm GDD™!, enquanto que na casa de vegetacdo de 0,015 +
0,003 cm GDD™.
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Figura 6. Taxa de crescimento de brotos em sala com fotoperiodo
controlado (a) e casa de vegetacao (B) no periodo de abril a julho. Os
valores correspondem as médias (+ erro padréo) de 8 plantas a cada 2
dias. Letras mailsculas e minusculas correspondem, respectivamente,
as comparacdes entre os niveis de déficit e entre os status fitossanitarios
dentro de cada nivel de déficit. SAT = Saturacdo do substrato.

No mesmo periodo, ndo houve influéncia significativa do déficit hidrico no
tamanho final do broto em plantas mantidas na sala (F = 1,1298, df = 2, P = 0,3332)
ou casa de vegetacdo (F = 1,8712, df = 2, P = 0,1699) (Figura 7 A e B), os quais
apresentaram meédia geral de 12,64 + 1,51 cm e 11,22 + 1,83 cm, respectivamente.
De forma semelhante ao periodo anterior (abril a julho), a infeccdo por CLas nas
plantas reduziu significativamente o tamanho dos brotos em 125% e 102% tanto na
sala (F = 42,7830, df = 1, P < 0,0001) quanto na casa de vegetacao (F = 29,3372, df
=1, P <0,0001), respectivamente.
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Figura 7. Tamanho final de brotos de plantas de laranjeira ‘Valéncia’
enxertadas sobre citrumeleiro ‘Swingle’ em sala com fotoperiodo
controlado (A) e casa de vegetacdo (B). Os valores correspondem as
médias (x erro padrdo) de 8 plantas a cada 2 dias. Letras mailsculas
correspondem, respectivamente, as comparacdes entre os niveis de
déficit e entre os status fitossanitarios dentro de cada nivel de déficit. SAT
= Saturacao do substrato.

3.4. Impacto na multiplicagdo de CLas em brotos e na sua aquisi¢ao por D. citri

3.4.1. Multiplicacédo no broto

O titulo bacteriano em brotos néo foi influenciado significativamente pelo déficit
hidrico (F = 0,0127; df = 1; P = 0,9107), nem pelo ambiente (F = 1,0944; df = 1; P =
0,3019) ou interacdo déficit hidrico x ambiente (F = 0,9411; df = 1; P = 0,3380). Em
média o titulo de CLas foi de 5,92 e 4,5 log de células por grama de tecido em sala

com fotoperiodo controlado e casa de vegetacéo, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Titulos de Candidatus Liberibacter asiaticus em brotos de laranjeira ‘Valéncia’, sob
diferentes niveis de déficit hidrico

Sala Casa de vegetacéo
Tratamentos Log + EP? Log = EP2
100% SAT? 593 * 0,19 3,08 + 1,19
75% SAT? 571 + 0,25 4,76 + 0,70
55% SAT? 6,12 + 0,09 5,69 + 0,34
Média 592 + 0,18 451 = 0,74

1 Saturacdo do Substrato.

2 Log1o de células de CLas por grama de tecido + erro padrao.
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3.4.2. Multiplicacéo e aquisicdo por Diaphorina citri

O déficit hidrico influenciou significativamente a proporcdo de adultos que
adquiriram CLas apds 72h de confinamento (X? = 14,66; df = 2; P = 0,0007) (Tabela
5). Porém, esta proporcdo nao foi influenciada pelo ambiente (X? =0,63; df = 1; P =
0,4280) nem pela interacdo déficit hidrico x ambiente (X? = 5,12; df = 2; P = 0,0775).
Em plantas bem irrigadas mais adultos foram capazes de adquirir CLas (36,36%) do
que em plantas com déficit hidrico intermediério (9,84%) ou severo (15,38%).

O titulo de CLas nos insetos confinados néo foi significativamente influenciado
pelo status hidrico da planta (F232 = 4,49; P = 0,4985), nem pelo ambiente (F1,32
0,6099; P = 0,6630), ou pela interacao déficit hidrico x ambiente (Fz32 = 1,15; P

0,8334). Em média, o titulo de CLas foi de 2,38 log de células de CLas por grama de
tecido.

Tabela 5. Frequéncia e titulos de Candidatus Liberibacter asiaticus em psilideos confinados
por 72 h em laranjeira ‘Valéncia’ doente submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico.

Aquisi¢cao Sala Casa de vegetacao

Tratamentos ClLas+3 Log + EP? Log + EP?
100% SAT? 36,36% 2,58 = 0,23 2,37 = 0,23
75% SAT! 9,84% 2,30 =+ 0,15 2,40 + 0,08
55% SAT? 15,38% 2,47 £ 0,28 2,15 + 0,07
Média 2,45 = 0,22 2,30 = 0,12

1 Saturacdo do Substrato.

2 Log1o de células de CLas por grama de tecido + erro padrao.

3 Porcentagem de insetos que adquiriram CLas. As médias foram calculadas sobre amostras qPCR
positivas.

4. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos do déficit
hidrico e temperatura sobre brotacfes de plantas citricas e na aquisicdo de CLas por
D. citri. O patossistema HLB é composto pela bactéria, hospedeiros e psilideo (Wang
et al., 2017). O estudo permitiria elucidar se as diferencas de incidéncias da doenca
gue vém ocorrendo no parque citricola estariam associadas a variagcdes no déficit

hidrico afetando o desenvolvimento dos brotos e aquisicdo de CLas pelo inseto vetor.
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Isto porque as brotacbes tém papel fundamental na disseminacdo do HLB, pois
fornecem alimento e atuam como local de reproducgéo do inseto (Cifuentes-Arenas et
al., 2018). Ao servir como fontes de alimento, os brotos favorecem os processos de
aquisicao e transmissédo de CLas por D. citri (Sétamou et al., 2016; Hall et al., 2016).
As brotacdes sdo altamente influenciadas pela temperatura do ar e disponibilidade de
agua (Syvertsen et al., 1981). O déficit hidrico, que frequentemente atinge os pomares
de citros do pais (Sentelhas, 2005) poderia também ter efeito negativo sobre os brotos.

No presente trabalho, verificou-se que as plantas doentes se mostraram menos
propensas a perda de dgua quando comparadas as sadias, em ambos os ambientes
testados, porém, a perda se deu de forma mais acentuada na casa de vegetacdo. No
estudo de Hamido et al. (2017), o contetdo de &gua total disponivel no solo foi maior
em plantas de ‘Valéncia’ infectadas por HLB, sendo 15% maior nas doentes do que
nas sadias. Ja o fluxo de seiva foi menor em 56% nas plantas com HLB do que nas
sadias. Os autores sugerem que a absor¢ao de 4gua em plantas infectadas é menos
eficiente em relagcdo as plantas sadias devido a menores areas de raiz e copa. De
acordo com Johnson et al. (2014) e Kadyampakeni et al. (2014) a densidade de raizes
de laranjeiras infectadas por HLB foi menor quando comparadas as sadias. No
presente trabalho, a menor perda de 4gua em plantas doentes também poderia estar
relacionada a uma menor taxa de transpiragéo. De acordo com Nehela et al. (2018) a
infeccdo por HLB aumenta os niveis de ABA em folhas de citros e este hormonio esta
associado ao fechamento estomatico (Schroeder et al., 2001).

Foi observado no presente trabalho que o déficit acelerou as taxas de
crescimento dos brotos das plantas que estavam em casa de vegetag&o na primeira
época avaliada. O crescimento celular € muito sensivel ao déficit hidrico. Quando a
planta esta submetida a estresse hidrico ela tende a ativar mecanismos para superar
o déficit, como encurtamento ou prolongamento do ciclo (Chaves e Oliveira, 2004).
Neste caso, 0 encurtamento pode ocorrer para que as plantas completem seu ciclo
antes que a umidade em seus tecidos diminua (Kramer, 1995), sendo uma possivel
explicacéo para os resultados aqui relatados.

A temperatura € uma variavel importante para o desenvolvimento de brotacdes
(Davis e Albrigo, 1994). Foi visto neste estudo que, em ambos os ambientes, o tempo

necessario para o completo desenvolvimento dos brotos nas plantas cultivadas de
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julho a setembro foi menor do que nas plantas cultivadas de abril a junho. Isto pode
ter ocorrido devido as temperaturas mais elevadas no decorrer do experimento
conduzido de julho a setembro.

Ja foi demonstrado que D. citri prefere os estadios iniciais de desenvolvimento
dos brotos (V1 a V3) e que na sua auséncia cessam-se temporariamente a oviposi¢cao
(Cifuentes-Arenas et al., 2018). Assim, o encurtamento do ciclo pode desfavorecer o
vetor. Ao amadurecer mais rapido, pode reduzir o periodo de tempo de exposi¢cédo a
D. citri, reduzindo assim tempo total de alimentacao e de reproducéo.

Com relacdo as brotacdes, verificou-se que as plantas doentes alcancaram
menores tamanhos de brotos quando comparadas as sadias, em ambos ambientes e
épocas avaliadas. De acordo com Etxeberria et al. (2009) o HLB leva ao acumulo de
calose no sistema vascular das plantas em resposta a infeccéo, levando ao bloqueio
do fluxo de seiva que naturalmente ocorre da fonte para o dreno. O impedimento de
os fotoassimilados alcancarem os 6rgéos das plantas compromete o desenvolvimento
do vegetal (Giaquinta, 1983). Nao foram observadas diferencas entre os titulos
bacterianos de brotos entre os tratamentos e ambientes estudados. Isto se deve,
provavelmente, a ndo ocorréncia de extremos de temperatura durante o experimento.
De acordo com Lopes et al. (2013), a reducéo do titulo bacteriano em brotos ocorreu
guando estes foram expostos a temperatura de 38°C e em nenhum momento a
temperatura atingiu esse valor nos experimentos.

O déficit hidrico afetou a aquisicdo de CLas por insetos adultos. Uma menor
proporcao de insetos adultos foi capaz de adquirir CLas quando se alimentaram de
brotos de plantas submetidas tanto ao déficit intermediario como severo. Essa menor
proporcao de insetos que adquiriram a bactéria pode estar ligada a um menor tempo
de alimentacédo dos insetos nas plantas (Del Cid et al., 2018), devido a um baixo status
nutricional (Hijaz et al., 2013) ou alteragbes na concentracdo de seiva (Huberty e
Denno, 2004). O HLB leva a altera¢cdes nutricionais nas plantas. Reducdes nas
concentracbes de Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu e aumento de K foram observados em
plantas infectadas (Ranulfi et al., 2017; Nwugo et al., 2013). Razi et al. (2011) verificou,
além disso, reducdo na concentracdo de nitrogénio em plantas doentes. Esse
nutriente € de grande importancia para o desenvolvimento e reproducéo de insetos.

7

O amino &cido glutamina, disponivel na seiva do floema, é a principal fonte de
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nitrogénio para insetos sugadores de floema (Karley et al., 2002) e esse composto se
encontra em baixas concentracées em folhas maduras (Douglas, 1993). Com relacéo
as alteracbes na concentragcdo da seiva, Huberty e Denno (2004) verificaram que o
déficit leva ao aumento da concentracéo de acUcares, viscosidade da seiva, pressao
osmotica e diminuicdo da turgescéncia. Isto também pode estar ligado a menor
proporcao de insetos que adquiriam CLas do presente trabalho.

No trabalho de Ammar et al. (2016), os autores mostraram a importancia da
multiplicacéo de CLas dentro dos insetos para uma transmisséao eficiente. No entanto,
a multiplicacdo dentro de insetos adultos de psilideos ocorre de forma lenta e em
menores concentracdes. Para alcancar maiores titulos, o adulto necessita de maior
periodo de aquisicdo em plantas doentes. Isto mostra que plantas com bom status
hidrico podem favorecer uma maior permanéncia dos insetos e com isso aumenta a
probabilidade de aquisicéo.

Del Cid et al. (2018) estudaram o efeito do déficit hidrico sobre o vetor de Xylella
fastidiosa em videira (Vitis vinifera) e sugeriram que as interacfes vetor-planta e
patdgeno-planta sdo impactadas negativamente pelo estresse hidrico. Quando os
insetos tém a chance de escolha entre uma planta infectada sob estresse e outra
saudavel e bem hidratada, estes evitam as plantas infectadas sob estresse hidrico, o
gue leva a menores visitas as plantas e/ou mais curtas e menos frequentes picadas
de provas do xilema, e consequentemente a menores taxas de aquisi¢cao do patégeno.
Martini et al. (2017) observaram que laranjeiras afetadas por HLB eram menos
atrativas a D. citri devido a uma menor emisséo de volateis atrativos pelas plantas.
Isso nos mostra que o déficit hidrico poderia estar comprometendo o desempenho do
vetor de forma direta ou indireta.

No presente trabalho demonstrou-se que o déficit hidrico e o status de sanidade
das plantas podem afetar o desenvolvimento dos brotos e taxa de aquisicdo de CLas
por D. citri. O efeito na aquisicdo parece estar ligado ao comportamento alimentar do
inseto visto que os titulos de CLas nao se alteraram. De qualquer maneira, quando
adicionados aos ja publicados, os resultados ajudam a explicar as diferencas de
incidéncia de HLB no parque citricola do Brasil. As elevadas temperaturas e déficit
hidrico acentuado, caracteristicas das regides Norte e Noroeste do parque citricola,
reduzem o periodo de tempo para a maturacao das brotacdes e de aquisicdo de CLas
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por D. citri, reduzindo, consequentemente, a taxa de reproducéo do vetor e eficiéncia
de transmissdo de CLas. Essa poderia ser uma das causas para as diferentes

incidéncias entre regides quem vém ocorrendo no pargue citricola.
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CAPITULO 3 - Impacto da interrupcdo do déficit hidrico na ocorréncia e
desenvolvimento de brotos em laranjeiras sadias e afetadas por huanglongbing
e na multiplicagdo de Candidatus Liberibacter asiaticus em plantio no Norte do
estado de S&ao Paulo

RESUMO - Muitas regides produtoras de citros do Brasil passam por longos periodos
de seca que pode impactar o desenvolvimento e reduzir a produtividade dos pomares.
A regido norte do estado de S&o Paulo é caracterizada por apresentar relativamente
longos periodos de deficiéncia hidrica. Nessa regido, as plantas estao sujeitas ndo so
ao estresse abiodtico, mas também, & infeccéo e colonizacdo pela bactéria Candidatus
Liberibacter asiaticus (CLas), considerada a causa da mais devastadora doenca dos
citros. Trabalho de campo sugeriu que plantas infectadas por HLB submetidas a
restricdo hidrica apresentaram menores titulos de CLas. Isto nos levou a investigar 0s
efeitos da interrupcéo da deficiéncia hidrica sobre os citros e a bactéria CLas, em
pomar de laranjeira 'Valencia’ enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’, irrigado ou nao,
localizado no municipio de Bebedouro, no norte do estado de Sao Paulo. O
delineamento foi inteiramente casualizado, dois estados de sanidade das mudas
(sintomaticas e assintométicas), sob irrigacdo com 4 repeticbes, uma planta por
repeticdo. O mesmo delineamento foi realizado para a area nao irrigada. Foram
quantificados a emisséo e crescimento dos brotos e titulo bacteriano antes e apés a
‘quebra’ do DH pela irrigagao ou chuvas. A irrigacao recuperou a turgidez das folhas
das plantas sintomaticas, mas ndo das assintomaticas. Somente as sintomaticas
emitiram brotos. No entanto, com a chegada das chuvas no més de outubro (de
aproximadamente 80 mm), 49 dias apos o inicio do experimento, todas as plantas
brotaram. A irrigacéo e chuvas provocaram reduc¢éo tanto na incidéncia de brotos com
CLas como no titulo bacteriano — de log 6 a 7 por g de tecido nas plantas sob severo
DH para log 3 a 4 ap0s irrigacdo ou chuvas. Conclui-se que as menores incidéncias
de HLB nas regides norte e noroeste do estado de Sao Paulo podem ser o resultado,
ao menos parcial, da menor taxa de aquisicdo de CLas por D. citri antes e depois da
guebra do DH, muito comum naquelas regides.

Palavras chave: titulo bacteriano, Citrus x sinensis, estresse abibtico
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CHAPTER 3 - Impact of the interruption of the water deficit on the occurrence
and development of shoots in healthy orange trees affected by huanglongbing
and on the multiplication of Candidatus Liberibacter asiaticus in planting in the
North of the State of Sdo Paulo

ABSTRACT - Many citrus producing regions in Brazil experience long periods of
drought that can impact development and reduce orchard productivity. The northern
region of the state of Sdo Paulo is characterized by relatively long periods of water
deficit. In this region, plants are subject not only to abiotic stress, but also to infection
and colonization by Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), considered the cause of
the most devastating citrus disease. Field work suggested that HLB-infected plants
subjected to water restriction had lower CLas titers. This led us to investigate the
effects of water deficit (WD) interruption on citrus and CLas bacterium, in 'Valencia'
orange orchard grafted on '‘Swingle' citrumelo rootstock, irrigated or not, located in the
municipality of Bebedouro, in the north of the state of S&o Paulo. The design was
completely randomized, with two seedling health states (symptomatic and
asymptomatic), under irrigation with 4 replications, one plant per replication. The same
design was carried out for the non-irrigated area. The emission and growth of shoots
and bacterial titers were quantified before and after the WD 'break’ by irrigation or
rainfall. Irrigation restored leaf turgidity in symptomatic plants, but not in asymptomatic
ones. Only the symptomatic ones emitted shoots. However, with the arrival of rains in
October (approximately 80 mm), 49 days after the beginning of the experiment, all
plants sprouted. Irrigation and rainfall reduced both the incidence of shoots with CLas
and bacterial titer — from log 6 to 7 per g of tissue in plants under severe WD to log 3
to 4 after irrigation or rainfall. It is concluded that the lower incidences of HLB in the
north and northwest regions of the state of Sdo Paulo may be the result, at least
partially, of the lower rate of acquisition of CLas by D. citri before and after the WD
break, very common in those regions.

Keywords: bacterial titer, Citrus x sinensis, abiotic stress
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1. INTRODUCAO

A citricultura é uma atividade de grande importancia para o agronegocio
brasileiro (CitrusBR, 2021; Bastos et al., 2016). De acordo com o inventario realizado
pelo Fundecitrus, 69,86% dos pomares do cinturdo citricola de Sao Paulo e Triangulo
Mineiro ndo séo irrigados, correspondendo a 270 mil hectares, ou seja, na maior parte
dos pomares o provimento de agua se da, exclusivamente, pelas chuvas
(FundecitruS, 2021; Medina et al., 2008). De acordo com Donato et al. (2007) a
quantidade de agua requerida pela cultura dos citros varia de 900 a 1200 mm por ano.
Entretanto, por causa das irregularidades na ocorréncia de chuvas no territério
brasileiro, muitas regides produtoras passam por longos periodos de seca, o que leva
ao comprometimento da producao (Sentelhas, 2005; Peixoto et al., 2006).

O estado de S&o Paulo, maior produtor nacional, possui regides onde as
plantas citricas estéo sujeitas a deficiéncia hidrica (Sentelhas, 2005). A regido Norte
do estado, por exemplo, € caracterizada por temperaturas elevadas e baixa incidéncia
de chuvas, havendo periodos de deficiéncia hidrica (Ribeiro et al., 2006; Rolim et al.,
2007). A restricao de agua para as plantas citricas pode levar ao comprometimento
do desenvolvimento e das atividades fisiolégicas das plantas. Reducéo das trocas
gasosas, da condutancia estomatica, da fotossintese, do nimero de brotacdes e
produtividade sé&o algumas das consequéncias da deficiéncia hidrica sobre as plantas
(Syvertsen et al., 1998; Gomes et al., 2004; Garcia-Sanchez et al., 2007; Reuther,
1973).

Além de sofrerem com a restricdo hidrica, os citros tém sido acometidos pelo
Huanglongbing (HLB), considerado uma das mais destrutivas doencas dos citros
(Bové, 2006). HLB é uma doenca bacteriana, cujo agente causal, a bactéria
Candidatus Liberibacter asiaticus, é restrita aos vasos do floema (Jagoueix et al.,
1994). A bactéria é disseminada pelo psilideo Diaphorina citri Kuwayama (Capoor et
al., 1974), inseto altamente dependente de brotagbes para alimentagéo e reproducao
(Cifuentes-Arenas et al., 2018).

Lopes et al. (2017) verificaram que em plantas infectadas com HLB expostas a
temperaturas acima de 30°C e periodos de auséncia ou baixas precipitacdes

pluviométricas a populacdo bacteriana em suas brotacdes era menor do que nas
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plantas expostas a temperaturas mais baixas e periodos de maior disponibilidade
hidrica. Silva et al. (2021) também observaram menor concentracdo de CLas em
brotos em plantas expostas a irrigacéo deficitaria. Coincidentemente, em regides mais
guentes e secas do maior parque citricola brasileiro a incidéncia de HLB tem sido
historicamente mais baixa. Pela importancia que poderia ter para a definicdo de um
zoneamento climético para o HLB, essa observagédo nos estimulou a dar sequéncia
aos estudos. O objetivo foi avaliar o impacto do déficit hidrico em laranjeiras doentes
de ‘Valéncia’ enxertada em citrumeleiro ‘Swingle’ em pomar localizado na regiao Norte

do estado de Sao Paulo.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fundac&o Coopercitrus Credicitrus (FCC), no
Municipio de Bebedouro-SP, situado na latitude 20°53'16" Sul e na longitude 48°28'11"
Oeste, a 600 metros de altitude, em pomar de 8 anos de laranjeira Valéncia (Citrus x
aurantium var. sinensis L.) sobre o porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ [C. x aurantium
var. paradisi x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], espacadas 2,0 m entre plantas e 6,0 m
entre linhas, sem irrigacdo e sob forte estresse hidrico - folhas curvadas, opacas,
perda de folhas. Nas plantas doentes estes sintomas eram observados somente na
parte assintomatica para HLB da copa. A porcentagem de sintomas dessas plantas
era de 50 a 100% da copa. E como controle foram selecionadas plantas
assintométicas (Figura 1). Dados meteoroldgicos foram coletados diariamente e
obtidos a partir do Sistema de Medicdo e Controle CR10 (Campbell Scientific Inc),

instalado na FCC.



Figura 1. Aspecto das plantas sintomaticas (A) e
assintomaticas (B) de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas
em citrumeleiro ‘Swingle’ antes do inicio do experimento
na Fundagéo Coopercitrus Credicitrus.

51
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2.1. Conducao do experimento

O experimento foi dividido em duas partes. Na primeira, realizada no periodo
de setembro a outubro de 2020, o delineamento foi o inteiramente casualizado. Foram
avaliados dois estados de sanidade (com ou sem HLB), com 4 plantas, cada planta
uma repeticdo. Cada planta recebeu um volume de dgua equivalente a uma chuva de
68 mm por 40 min, aproximadamente, transportada até o local por um trator e tanque
(Figura 2). Foi feita uma “coroa” ao redor de cada planta, na projecao da copa, para
garantir que todo o volume de agua aplicado ndo percolasse e fosse completamente

absorvido pelas plantas.

L &k

Figura 2. Trator com tanque de 6.500 L
acoplado para irrigacdo de plantas sadias e
doentes de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas em
citrumeleiro ‘Swingle’ na Fundacao
Coopercitrus Credicitrus.

A segunda parte, conduzida entre setembro e novembro de 2020, seguiu 0
mesmo delineamento anterior, porém, as plantas ndo receberam irrigagdo - o

fornecimento de 4gua foi pelas chuvas que ocorreram nas semanas seguintes.
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2.2. Surgimento, crescimento e desenvolvimento de brotos apdés a
hidratagcéo

As plantas foram observadas quanto ao seu aspecto antes e apos o
restabelecimento de &gua pela irrigagdo e/ou chuvas. Em cada planta foram
selecionados 8 ramos maduros de 50 cm de comprimento, distribuidos em 8
guadrantes, para avaliacdo da emissao das brotacdes, a cada 3 a 4 dias (duas vezes
por semana). Nesses mesmos 8 ramos foram selecionados 10 brotos, distribuidos nos
guadrantes, para avaliagdo do crescimento e desenvolvimento. As medi¢des foram
feitas a cada 3 dias, com auxilio de uma régua, desde a sua emissao até o completo
amadurecimento, segundo a classificacdo proposta por Cifuentes-Arenas et al. (2018).

Essas avaliagdes foram realizadas nas duas partes do experimento.

2.3. Titulo bacteriano em folhas maduras e brotos

Em cada planta sintomatica foram selecionados 10 ramos, distribuidos pela
copa, que estivessem expressando os sintomas de HLB. Antes de iniciar os
tratamentos, coletaram-se 10 segmentos de cada ramo selecionado para
posteriormente determinar o titulo através de andlise de gPCR, como descrito no
capitulo anterior. Neste caso, utilizaram-se amostras de folhas maduras devido a
auséncia de brotagdes. Depois de iniciados os tratamentos [irrigagdo (parte 1) e
chuvas (parte 2)] foi feita uma nova coleta, agora neste caso de brotos em estadios
V2 e V3 (Cifuentes-Arenas et al., 2018). A coleta foi realizada nos mesmos ramos

selecionados anteriormente, para serem analisados por gPCR.

2.4. Analise dos dados

O titulo de CLas nas folhas (antes da irrigacéo e chuvas) e nos brotos (depois
da irrigacdo e chuvas) foram submetidos a analise de varidncia comparando o grupo
de plantas que recebeu a irrigacdo com o grupo de plantas em condi¢cdo de sequeiro.
A frequéncia de amostras positivas para CLas foi comparada por meio do teste chi-
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quadrado. Os dados de crescimento do broto foram submetidos a regresséo linear

simples. Nivel de probabilidade de 5% foi usado nas analises.

3. RESULTADOS

3.1. Condi¢cdes ambientais

O periodo que antecedeu o inicio do experimento foi marcado por pouca
incidéncia e baixa intensidade de chuvas, com valores inferiores a 10 mm nos meses
de junho, julho e agosto (Figura 3). Além de estarem expostas a um severo déficit
hidrico, as plantas também estavam sujeitas a elevadas temperaturas. Os meses de
setembro e outubro registraram temperaturas maximas mais altas, com média de

33,6°C, alcancando temperaturas acimas de 38°C por mais de 7 dias seguidos.

[ Chuva
—8—T°C Max
——T°C Médio
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Temperatura do ar (°C)

Volume de chuvas (mm)

Figura 3. Temperatura maxima, média, minima e volume de
chuvas registradas no periodo avaliado (setembro a
novembro de 2020) em Bebedouro, SP. As setas indicam o
inicio e o fim do experimento.
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3.2. Surgimento, crescimento e desenvolvimento de brotos ap6s a hidratagcéo

Uma semana apos a irrigacao, as plantas sintomaticas ja haviam se recuperado
da deficiéncia hidrica na parte assintomatica da copa. As folhas se mostravam
tdrgidas. A parte sintomatica dessas plantas ndo apresentava sinais de murcha antes
da irrigacdo e permaneceram com 0 mesmo aspecto depois de hidratadas (Figura 4

A). Das plantas assintométicas, metade havia se recuperado e outra metade

permanecia com folhas murchas (Figura 4 B e C).

Figura 4. Plantas sintomaticas recuperadas do déficit hidrico (A), assintomaticas
apresentando murcha (B) e recuperadas do déficit hidrico (C) de laranjeira ‘Valéncia’
enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’ 7 dias ap6s a aplicacdo da irrigacdo na
Fundacao Coopercitrus Credicitrus.
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Também se observou que a irrigacdo induziu brotagcdo somente nas plantas
sintométicas (Figura 5 A), ao contrario das plantas assintométicas, nas quais mesmo
aquelas que se recuperaram apos a irrigacdo, ndo houve emissdo de brotos. Porém,
para a segunda parte do experimento, a respostas das plantas foi diferente em relacao
as plantas da primeira parte. Com a chegada das chuvas no més de outubro, que no
final do més havia acumulado 80 mm, houve recuperagédo da turgidez das folhas e
emissdo de brotos em todas as plantas, tanto nas assintomaticas quanto na parte

assintomatica das doentes (Figura 5 B).

Figura 5. Brotagbes emitidas em plantas sintomaticas da
area que recebeu irrigacdol (A) e da area ndo irrigada 2
(B) do experimento em laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas em
citrumeleiro ‘Swingle’ apdés a irrigacdo e chuvas na
Fundacédo Coopercitrus Credicitrus.

Os brotos de plantas sintomaticas em area néo irrigada (parte 2) cresceram
11% menos do que os brotos de plantas assintomaticas (Figura 6 A). Em plantas
assintomaticas irrigadas (parte 1) ndo foi possivel realizar a medicdo em brotos de
porque estas ndo emitiram brota¢cdes mesmo apos a irrigacao (Figura 6 B). Os brotos
das plantas assintomaticas da area néo irrigada alcancaram um valor médio de 15,66
cm e as sintomaticas 14,82 cm. Na area irrigada, as plantas sintomaticas alcancaram

14,64 cm de comprimento de broto, em média.
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Figura 6. Crescimento de broto de plantas ndo irrigadas
(A) (27/10/20 — 12/11/20) e irrigadas (B) (21/09/20 —
16/10/20) em laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas em
citrumeleiro ‘Swingle’ na Fundacdo Coopercitrus
Credicitrus.

3.3. Titulo bacteriano nos brotos

Os titulos de CLas néo diferiram entre plantas irrigadas e néo irrigadas tanto
antes como depois da irrigacdo e chuvas (Figura 7). Porém, a frequéncia de amostras
positivas foi significativamente maior (X? = 38,39, p < 0,001) em plantas que néo
receberam irrigacéo e que brotaram apenas depois das chuvas (aproximadamente 49
dias depois de iniciado o experimento). Além disso, em amostras de brotos (depois da

irrigacdo e chuva), a concentracdo da bactéria foi relativamente baixa.
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Figura 7. Titulo de Candidatus Liberibacter
asiaticus (CLas) em folhas maduras (Antes) e brotos
(Depois) de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas em
citrumeleiro ‘Swingle’ e frequéncia de amostras
positivas sobre o total de amostras (nimeros na
base das barras) antes e depois da irrigacdo e
chuva.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos o comportamento de plantas sintoméaticas e
assintomaticas de laranjeiras ‘Valéncia’ enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’ quanto
a sua recuperacao apoés a irrigacdo de 68 mm de agua, emissao de novos brotos e
titulo de ClLas. A recuperacdo completa foi maior e mais rapida nas plantas
sintomaticas do que nas assintomaticas. A infec¢cdo por HLB leva a reducédo do
sistema radicular e consequentemente reducéo na absorcdo de agua (Johnson et al.
2014). Mesmo com a capacidade de absorcdo comprometida, as plantas sintoméaticas
conseguiram recuperar a turgescéncia. Outra caracteristica de plantas com HLB
sintomaticas € o acumulo de amido em todas as células fotossintéticas (Etxeberria et
al., 2009), reduzindo, dessa forma, a fotossintese nesses tecidos afetados. Quanto
menor a taxa fotossintética, menor a absor¢cao de agua por esses tecidos. Aléem disso,
Nehela et al. (2018) constataram que plantas afetadas por HLB tem maiores
concentractes de ABA, que esta relacionado ao fechamento estomatico (Schroeder

et al., 2001). Isso também levaria a menor absor¢do de dgua. Ou seja, plantas com
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grande parte da sua copa expressando sintomas de HLB teriam elevado volume de
tecido com suas fungdes alteradas, absorvendo menos agua de forma geral. Entédo, o
suprimento de agua de uma planta sintoméatica poderia ser menor quando comparado
a plantas assintomaticas.

Além de favorecer a recuperacdo da turgidez das folhas de plantas
sintomaticas, a irrigagdo estimulou a emissdo de brotos. E sabido que plantas
expostas a deficiéncia hidrica tendem a lancar brotacbes novas quando ha,
novamente, disponibilidade de agua. No entanto, no presente trabalho, as plantas
assintomaticas nao tiveram o mesmo comportamento das plantas sintomaticas. Nas
plantas assintomaticas, apesar do fornecimento de &gua pela irrigacdo (68 mm),
nenhuma delas emitiram brotos, mesmo naquelas onde houve recuperacdo da
turgidez foliar. Uma possivel explicacdo é a de que a deficiéncia hidrica das plantas
assintomaticas era mais severa do que as sintomaticas, mesmo que visualmente
umas e outras apresentassem aspectos semelhantes.

A diferenca na resposta a irrigacdo de plantas assintomaticas e sintoméaticas
pode ser interessante do ponto de vista de manejo do pomar. A adicdo de irrigacéo,
utilizando-se a quantidade de agua ideal nos pomares poderia contribuir para o
aprimoramento das medidas de controle e reduzir o avanc¢o da doenca, visto que as
plantas assintomaticas ndo emitiram brotacdes e que o psilideo € dependente dos
novos brotos para alimentacdo e reproducao (Cifuentes-Arenas et al., 2018). No
trabalho de Martini e Stelinski (2017), os autores verificaram que em plantas com 35-
43% da capacidade de retencao de agua do substrato foram menos atrativas a D. citri
que as sadias. Nalam et al. (2020) em seu trabalho avaliando o comportamento
alimentar do psilideo da batata, com a presenca ou ndo de Candidatus Liberibacter
solanacearum, observaram reducdo da fase de salivacdo e ingestdo de seiva do
floema em plantas sob deficiéncia hidrica, independente da infec¢do. Além disso, o
manejo adequado para as plantas afetadas por HLB levaria a uma maior conservacao
de agua e contribuiria para reducéo de perdas de nutrientes (Kadyampakeni e Morgan,
2017).

Tanto as plantas sadias quanto as sintomaticas brotaram apés a chegada das
chuvas. Isso mostra que a disponibilidade hidrica € uma variavel importante para

emissado de brotos. Oliveira (2017) avalou a dinamica de brotacdes em diferentes



60

variedades de citros em area irrigada e ndo irrigada, e observou que a relacdo
temperatura e precipitagdes pluviais exerciam maior influéncia sobre as brotacdes de
laranjeira da area ndo irrigada em relagéo a irrigada. A emisséo de brotagfes acontece
naturalmente apés as plantas passarem por um periodo de repouso vegetativo
durante o outono e inverno e, a quebra de dorméncia ocorre quando ha o aumento de
temperatura associado ao inicio das chuvas da primavera (Davies e Albrigo, 1994).

Com relagc&do ao crescimento dos brotos na area irrigada, este foi inferior nas
plantas sintomaticas do que nas assintomaticas. Em plantas afetadas por HLB, a
condutancia estomatica e a transpiracdo sao reduzidas com consequente reducao da
taxa fotossintética (Silva et al. 2021). Além disso, a infeccdo causa obstrucdo dos
vasos do floema pela deposicao de calose ocasionando acumulo de amido (Etxeberria
et al., 2009). Isto resulta em um menor fornecimento de fotoassimilados para os novos
brotos, comprometendo seu desenvolvimento.

Analisando o titulo bacteriano nos brotos, pode ser verificado que a populagéo
bacteriana estava em menores concentracdes nos brotos novos apds um periodo de
deficiéncia hidrica. Isto ocorreu em brotos tanto na area irrigada quanto na nao
irrigada. Interessante notar que a frequéncia de amostras positivas em brotos foi mais
baixa na area que recebeu irrigacdo em relacdo a area nao irrigada. A reducédo no
titulo bacteriano em brotos também foi observada por Lopes et al. (2017). Neste
trabalho, a associacdo entre temperaturas acima de 30°C e baixa precipitacédo
pluviométrica resultaram em menores concentracdes de CLas em plantas de citros. A
reducdo do titulo bacteriano pode estar relacionada a menores taxas de respiracao
(Cruz-Munoz et al.,2018), teores de amido (Silva et al., 2021) em plantas sob irrigagcao
deficitaria e impacto direto da temperatura sobre a célula bacteriana. Cruz-Munoz et
al. (2018) sugerem que o citrato, produto do ciclo do acido tricarboxilico (envolvido na
respiracao celular), € a principal fonte de energia para CLas. Altas concentracdes de
citrato foram encontradas na hemolinfa de psilideo infectado com HLB e no floema de
citros, reforgando a importancia do citrato para CLas (Killiny, 2017; Killiny et al., 2017).
Silva et al. (2021) verificaram altas taxas de respiragdo em plantas com HLB
completamente irrigadas. Os autores sugerem que utilizando-se a irrigacao deficitaria,
menor seria a taxa respiratoria e, consequentemente, menor crescimento bacteriano.

Esses mesmos autores observaram uma associacéo entre teor de amido e populacéo
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bacteriana. Plantas de citros com HLB submetidas a irrigacdo deficitaria exibiram
menores concentracdes de amido e apresentaram reducéo da populagéo bacteriana
quando comparadas a plantas com HLB completamente irrigadas. No presente
estudo, a ndo ocorréncia de amostras positivas para HLB ocorreu quase que
exclusivamente nas plantas na area irrigada. Isto pode ter acontecido devido as
temperaturas mais elevadas no periodo de realizagdo desse experimento (setembro-
outubro) em comparacéo ao periodo do experimento ndo irrigado. A associagao entre
temperaturas elevadas e déficit hidrico pode ter favorecido a reducdo da populacdo
bacteriana nos brotos assim como foi observado por Lopes et al. (2017).

A partir do presente trabalho podemos inferir que a hidratacdo de plantas
sintomaticas, previamente expostas a déficit hidrico severo favorecem a emissao de
brotos. Mas isto reduz a probabilidade de que estes brotos estejam atuando como
fonte de in6culo para disseminacao da bactéria para plantas sadias, pois, a frequéncia
de brotos com ClLas foi baixa, como visto nesse trabalho, e dessa forma,
desfavoreceria a aquisicdo da bactéria pelo psilideo e, consequentemente, a sua
transmissdo para plantas sadias. Além disso, 0os novos brotos que foram positivos
para CLas continham baixa concentracéo da bactéria e isso também levaria a reducéo

da aquisicao pelo inseto vetor.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

O Huanglonghing (HLB) é a doenca mais importante dos citros por
impactar negativamente todas as cultivares comerciais existentes que, em vista da
necessidade de ado¢do de medidas drasticas de manejo, tem levado a eliminacdo de
dezenas de milhdes de arvores sintomaticas e consequente perdas de producao.
Neste estudo procuramos entender, ao menos em parte, como o déficit hidrico
(provocado por irrigacdo deficitaria ou chuvas escassas) poderia estar influenciando
a ocorréncia e desenvolvimento de brotos (locais preferidos do inseto vetor para
alimentacao e reproducao), multiplicacdo da bactéria causadora do HLB e aquisicao
da mesma pelo inseto vetor, e como isto poderia explicar as variacbes observadas
nas taxas de disseminacdo da doenca, historicamente menores no extremo norte do
parque citricola. O que nos levou conduzir este estudo foram as evidéncias detectadas
em estudos anteriores que indicavam haver forte influéncia do déficit hidrico
(associado a altas temperaturas) na reducdo da populacdo bacteriana em brotos,
explicando as diferencas marcantes na incidéncia da doenca em todo o parque
citricola. O estudo foi conduzido com mudas e plantas adultas de laranjeira ‘Valéncia’
sadias e doentes, em ambiente fechado (sala com fotoperiodo controlado), semiaberto
(casa de vegetacéo) e aberto (campo), em duas épocas do ano de 2020.

De forma geral, ndo houve impacto significativo do déficit hidrico sobre os
parametros avaliados nos ambientes fechado e semiaberto, com excecao da taxa de
aquisicdo da bactéria do HLB, que foi menor nas plantas sob déficit. Maior impacto
sobre os parametros exerceu a prépria doenca que, independentemente do nivel de
déficit, estimulou a ocorréncia de brotos (que surgiram mais rapido nas doentes), o
seu crescimento e desenvolvimento (mais rapido nas doentes), e tamanho final
(menor nas doentes). No campo, no norte de SP, a ‘quebra’ do déficit por meio de
irrigacdo e depois por chuvas, e em periodo de altas temperaturas, estimulou a
ocorréncia de brotos, mas em maior quantidade em plantas doentes. Porém, os brotos
gue surgiram nessas plantas apresentaram baixa incidéncia da bactéria quando
comparado com a incidéncia antes da ‘quebra’, quando as plantas manifestavam
sintomas severos de déficit hidrico. Dessa forma, se os resultados deste estudo

refletem em sua totalidade o que ocorre no campo, € de se esperar que o déficit hidrico
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(e sua quebra) esteja afetando a disseminacdo do HLB, atuando mais diretamente
sobre o tamanho da populacdo do inseto vetor infectivo do que nos demais
componentes do patossistema. Ao provocar menores taxas de aquisicdo e, com sua
‘quebra’, levar a menores frequéncias de brotos com a bactéria, provoca por
consequéncia, menores populacdes do inseto capazes de disseminar a doenca. Como
nas regides norte e noroeste do parque citricola as incidéncias de HLB sempre foram
menores que nas demais, podemos concluir que estas menores incidéncias poderiam
ter resultado das menores populacdes de psilideos infectivos, resultado de (i) menores
populacdes da bactéria nos brotos (observado em estudos anteriores, onde as altas
temperaturas eram significativamente maiores que as testadas neste estudo) e (ii)

menores habilidades do inseto em adquirir a bactéria.



