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...A resisténcia é o resultado de uma alma que n3o se conforma com o
sofrimento, luta incansavelmente, superando as tribulacdes, vendo além das
tempestades um caminho de luz e seguranca. Essa alma cresce do tamanho de

seus sonhos e vé nas dificuldades degraus para se alcancar a vitdria almejada...

Harold Wilson

A resisténcia constitui uma experiéncia necessiria e fundamental para o corpo
humano; através dela, o corpo € despertado para o mundo em que vive. (...) O

corpo s0 se torna vivo ao lidar com dificuldades e supera-las.

Richard Sennett



VI

Potencial de agentes indutores de resisténcia para o controle da

bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus em plantas citricas

Autor: ADRIANO ROBERTO AGNELLI
Orientador: Prof. Dr. NELSON ARNO WULFF

RESUMO

O Huanglongbing (HLB), também conhecido como Greening, € a mais destrutiva
doenca dos citros, podendo colocar em risco a condicdo do Brasil de maior produtor e
exportador mundial de suco de laranja. Face aos prejuizos potenciais dessa doenca e ao dificil
manejo, o setor citricola busca novos métodos de controle que além de eficazes, sejam
também menos agressivos a saide humana e ao meio ambiente. Tem-se veiculado a
possibilidade do uso de produtos e substancias indutoras de resisténcia no controle da bactéria
Candidatus Liberibacter asiaticus, agente associado ao HLB. No entanto, pouco se conhece a
respeito do efeito de tais produtos como agentes preventivos ou curativos no controle do
HLB. Os tratamentos foliares especiais contém indutores de resisténcia e uma gama de
nutrientes foliares, sendo que estes podem mascarar os sintomas do HLB na planta. Mesmo
assim, citricultores da Florida (EUA) e do estado de S@o Paulo vem adotando esse manejo
como medida de controle da doenca. Com o objetivo de avaliar o efeito de indutores de
resisténcia conhecidos por terem resultados positivos em outros patossistemas, realizaram-se
experimentos sob condi¢des controladas. Plantas com nove meses de idade foram inoculadas
com Candidatus Liberibacter asiaticus através da enxertia de ramos sintomdticos. Estas
plantas foram submetidas a aplicacdo dos seguintes produtos: 4cido jasmonico, dcido
gentisico, Bion®, Ecolife®, Agromos®, metil jasmonato, peréxido de hidrogénio, 4cido
salicilico e Bion® combinado com peréxido de hidrogénio. Os produtos foram aplicados em
quatro (Experimento I) ou cinco (Experimento II) ocasides, iniciando-se no momento da
enxertia. Avaliou-se a sintomatologia e a presenca do patégeno por PCR convencional. Nao
houve efeito dos tratamentos sobre o tipo e intensidade de sintomas e somente o Bion®
retardou o numero de plantas citricas infectadas por Candidatus Liberibacter asiaticus. Tal
efeito foi diretamente proporcional a quantidade do produto aplicado e teve durabilidade
limitada. O per6xido de hidrogénio, um sinalizador intracelular em muitas plantas e

.. . .. ~ .®
frequentemente empregado em tratamentos nutricionais no campo, suprimiu a agdo do Bion".
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O uso potencial do Bion® ou de quaisquer outros produtos que venham se mostrar eficazes em
suprimir ou retardar infec¢Oes frente Candidatus Liberibacter spp., como demonstrado nos
experimentos aqui conduzidos deve também ser testado com a transmissdo da bactéria do
HLB através do vetor Diaphorina citri e sob condicdes de campo antes que 0 seu uso no

manejo possa ser recomendado.

Palavras chave: inducio de resisténcia, Bion®, acibenzolar-S-metil, Huanglongbing, Greening
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Potential of Resistance Inducers on the Control of Candidatus

Liberibacter asiaticus in Citrus Plants

Author: ADRIANO ROBERTO AGNELLI
Advisor: Prof. Dr. NELSON ARNO WULFF

ABSTRACT

Huanglongbing (HLB), also known as Greening, is the most destructive disease of
citrus. HLB may jeopardize the condition of Brazil as the largest producer and trader of
orange juice worldwide. Given the potential damage of this disease and the lack of fully
efficient control measures, one challenge is to search for strategies of control that are both
effective and friendly to human health and to the environment. Therefore, the use of
substances that could induce host resistance for the control of the bacterium Candidatus
Liberibacter asiaticus, agent associated with HLB, is envisaged. Little is known about the
preventive use of resistance inducers in citrus. Special Foliar treatments containing both
resistance inducers and foliar nutrients have been used by citrus growers in Florida (USA) and
Sao Paulo to alleviate HLB symptoms. However, little is known about the isolated effect of
resistance inducers in citrus against this disease. Aiming at filling this gap, we evaluated
under controlled conditions the effect of resistance inducers known to have some positive
effect in other pathosystems. Nine-month-old citrus plants were inoculated with Candidatus
Liberibacter asiaticus by grafting HLB-symptomatic branches. The following treatments were
applied to plants: jasmonic acid, gentisic acid, Bion®; Ecolife®; Agromos®, methyl jasmonate,
hydrogen peroxide, salicylic acid, and Bion® combined with hydrogen peroxide. Treatments
were applied four (Experiment I) or five (Experiment II) times, starting from grafting. We
evaluated the expression of symptoms in plants and the presence of the pathogen by
conventional PCR. There was no effect of treatments on symptom expression. Only Bion®
was effective in decreasing the number of infection of citrus trees by Candidatus Liberibacter
asiaticus. Such an effect was directly proportional to the product doses used and had limited
durability. Hydrogen peroxide, an intracellular signaling compound in many plants and often
used in nutritional treatments in the field, suppressed the action of Bion®. Potential use of

Bion® or other products against HLB that may prove effective in suppressing infections or
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slow forward Candidatus Liberibacter asiaticus have to be tested with insect transmission and

under field conditions before use in citrus groves as a management practice.

Key words: Induced resistance, Bion®, acybenzolar-S-methyl, Huanglongbing, Greening



SUMARIO

Pé4gina
RESUMEO........iiee ettt ae e e e ae e e e eeens VI
ABSTRACT ... ... e e e VIII
1 INTRODUGAO. ......ccooiiiiiiiicineieeiee et 1
2 REVISAO DE LITERATURA........coooooiimriiniiniseeeeeeee e 4
2.1 Defesa de plantas contra o ataque de patégenos .................ccccceeeureierrieneeennnne. 4
2.2 Inducao de reSiStENCIA ..........cccoooveviiiiiiiiniie e 6
2.2.1 Resisténcia local ou reacao hipersensivel (RH) .............ccccocooviiiiiinieniennnne. 7
2.2.2 Resisténcia sistémica adquirida (RSA) e resisténcia
sistémica induzida (RSI) ..o 7
2.2.3 Indutores de reSiStENCIa ..............cccoeeiieiiiiiiiieniece e 8
2.2.4 Mecanismos de defesa exibidos pela planta apods a inducao de
FESISTEICIA ....oeiiiiiiiiiii et ettt et sate e e s 10
2.2.4.1 Proteinas-RP (“‘pathogenesis-related proteins™) ...................cccoeeeneennnen. 10
2242 FENOUS ......oeeiieiieiie ettt ete et ettt eeate et e st e e e e se et e e enteesbeerae s e e enne 11
2.2.4.3 FItOAleXINAS ........cooouiiiiiiiiiiie ettt s 12
2.2.4.4 Producao de radicais Livres ...........ccocooviiiiiiiiiiiinienc e 12
2.2.4.5 Lignificacao e barreiras histologicas ...............c.cccoovevieiieniniinece e, 13
2.2.5 Indutores de RSI e o controle de doencas de plantas................cc..cocoevenen. 13
3 MATERIAL E METODOS ......ccoooooomiiiiriineinneeineeeiseseeiseseene. 17
3.1 Plantas e fonte de iNOCUIO ................cccoeviieiiiiiiieie e 17
RIPZN D) 1. C3 4 3t L O OO OO PPN 18
3.3 Indutores de reSiSteNCia ...............oeeuiiiiiiiiiiiiieeie e 19
3.4 Avaliacao das plantas ...........c..ccccoooiiiiniiiiiii e 21
3.5 Analise eStatiStiCa ............c.cccueriieriiiieie e 22
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......oooooooiiiiiirirnrirressiierieneesssssesieeen 23
4.1 EXperimento L..........oooooiiiiiiiii s 23
4.2 Experimento I ..o 32
5 CONCLUSOES .....ccoootiiriiieietieteseise st ssesssessseeens 37
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........ccoooosiinriineinnierinn 38



1. INTRODUCAO

O setor agroindustrial citricola brasileiro apresenta nimeros que impressionam. Em
nenhum outro produto de exportacdo do agronegdcio o pais tem expressividade semelhante.
De cada cinco copos de suco de laranja consumidos no mundo, trés sdao produzidos nas
fabricas brasileiras. O pais detém atualmente mais da metade da produgdo de suco de laranja
sendo 98% destinados a exportacdo. Em 2010 foram quase 165 milhdes de arvores
produzindo e na Florida, seu principal concorrente, 60 milhdes. Florida e Sdo Paulo detém
81% da produ¢dao mundial de suco. S6 o estado de Sdo Paulo 53% do total. Perto de 400
municipios paulistas se dedicam ao cultivo da laranja, de onde saem 80% da produgdo
nacional (Neves et al., 2010).

Entretanto, este robusto crescimento das dltimas décadas, com uma forte concentracao
da drea produtiva no chamado cinturdo citricola paulista e sul do tridngulo mineiro, esteve
associado ao aumento de novas pragas e doencas. Doencas como a Clorose Variegada dos
Citros, a Morte Stubita dos Citros, o Cancro Citrico e o Huanglongbing (HLB) foram
responsaveis pela erradicacdo de 40 milhdes de arvores nesta ultima década, com perdas de
quase 80 milhdes de caixas por ano (Neves et al., 2010). Desde sua descoberta em 2004, uma
das preocupagdes mais sérias do setor € o HLB também conhecido como Greening dos citros.

O HLB ¢ considerado a doenca mais destrutiva da cultura dos citros, pela severidade
dos sintomas, rapidez com que dissemina nas plantas citricas e entre propriedades e também
pela falta de resisténcia genética no género Citrus. Nao ha métodos de controle curativo para
o HLB que possam ser usados nos pomares. Assim, prevenir infeccdes das plantas €
fundamental no controle da doenca. Os pomares citricos dos continentes Asidtico, Africano e
Oceania, além de mais recentemente o continente Americano, incluidas as principais regides
produtoras (Brasil, Sdo Paulo e Estados Unidos, Florida) apresentam plantas afetadas pela
doenga, totalizando mais de 40 paises (Teixeira et al., 2010).

No Brasil, o HLB estd associado a duas espécies da bactéria bastonete Gram-
negativas denominadas Candidatus Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter
americanus e a um fitoplasma do grupo IX (Teixeira et al., 2009). Ambas liberibactérias sao
transmitidas por enxertia de ramos infectados (Lin, 1963; Lopes & Frare, 2008) e pelo vetor
Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) (Capoor et al., 1967; Gasparoto et al., 2010). Todas
as variedades citricas e murta (Murraya spp.) sdo hospedeiras do vetor e de liberibacter e
podem servir como fonte de indculo. (Halbert & Manjunath, 2004; Lopes et al., 2005; Lopes
et al., 2006).



A partir do ramo infectado, a bactéria coloniza a planta afetando o fluxo e a
distribuicdo de seiva do floema, tornando a planta improdutiva entre dois e cinco anos.
Plantas jovens e infectadas ndo produzem de forma vidvel (Fundecitrus, 2008). Inicialmente
ramos amarelos se destacam em relacdo ao restante da copa. As plantas afetadas exibem
folhas mosqueadas (clorose assimétrica) e folhas com sintomas similares aos provocados por
defici€éncias minerais, particularmente de zinco, manganés e ferro. Ocorre também a
deformacdo dos frutos, abortamento de sementes, queda de folhas e frutos e morte de
brotacdes (da Graca, 1991).

Para o manejo da doencga € preconizado a utilizacdo de mudas sadias, inspecdo dos
pomares acompanhada de erradicacdo das plantas infectadas, elimina¢do da murta e controle
rigoroso do vetor através do monitoramento e aplicagdo de inseticidas (Bové, 2006). Apesar
de relativamente dificil, o controle do HLB € possivel e pode ser conseguido quando as
medidas de controle sdo integradas, e serd mais efetivo quando o manejo regional for
realizado (Belasque Junior et al., 2008). Recentes resultados de pesquisa confirmaram que
tentativas de controlar o HLB localmente apresentam menores chances de sucesso quando
comparado ao manejo em larga escala ou em escala regional (Bassanezzi et al., 2009).

A preocupacdo crescente com esta devastadora doenca que coloca em risco a
sustentabilidade do agronegdcio citricola tem estimulado a busca pelo setor produtivo de
tecnologias economicamente mais vidveis, sendo ao mesmo tempo eficiente € menos
agressivas a saude humana e ao meio ambiente. Dentro desse contexto, a indugdo de
resisténcia € um método de controle ndo convencional, porém que apresenta potencial para o
controle do HLB, principalmente se utilizada de maneira integrada com outras medidas de
controle. A existéncia nas plantas de barreiras fisicas e bioquimicas, bem como a inducao de
resisténcia sdo0 mecanismos naturais existentes nas espécies vegetais e que sdo utilizados para
se defenderem do ataque de diversos agentes causadores de doenca tais como bactérias,
fungos e virus. Esses mecanismos de defesa podem ser explorados pelo homem para o
controle de doencas através da aplicacdo de agentes indutores capazes de produzir uma
resposta de defesa nas plantas contra o ataque de fitopatégenos.

Na Florida (EUA), ha relatos do emprego de um Manejo Foliar Especial para o
controle de pragas e doencas na citricultura e que chamou a atencdo de técnicos e
pesquisadores em razdo do aspecto apresentado pelas plantas citricas afetadas pelo HLB
(Mattos Jr. et al., 2010). Esse tratamento foliar especial é composto por agentes indutores e
nutrientes foliares que podem atuar como mitigadores dos sintomas da doenga. Tanto na

Fl6rida como no estado de Sdo Paulo, algumas empresas exploram comercialmente esses



produtos e citricultores vém adotando o seu uso sem que haja por parte da pesquisa uma
comprovagdo dos seus efeitos no controle do HLB. A tomada de decisdo pelo uso de
indutores de resisténcia no controle do HLB deve se basear em resultados experimentais e
cientificos.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do uso de
produtos e substancias indutoras de resisténcia para impedir a infeccao de citros pela bactéria

Ca. L. asiaticus, agente associado ao Huanglongbing.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Defesa de plantas contra o ataque de patéogenos

H4 uma premissa em fitopatologia que diz: “na natureza a resisténcia € regra e a
suscetibilidade a excecdo” (Agrios, 2005). Dentre milhares de microrganismos conhecidos e
que estdo diretamente em contato com as plantas tais como nematdides, fungos, bactérias,
fitoplasmas, virus e viréides somente algumas dezenas tem a capacidade de causar doengas
em plantas e, na maioria das vezes, de uma forma bastante especifica. Se assim ndo fosse,
caso todos esses microrganismos atacassem indistintamente qualquer género de planta, o
reino vegetal provavelmente ndo existiria. Isto ndo acontece, porque as plantas no decorrer do
processo de evolucdo e coevolugcdo desenvolveram uma série de mecanismos efetivos de
defesa para resistirem ao ataque desses patdgenos. Recentemente, hipotetizou-se que o0s
viréides foram introduzidos (século I) nos citros a partir de uma provavel transmissao
mecanica (homem) oriunda de videiras assintomdticas na bacia do mediterraneo (Bar-Joseph,
1996). Este exemplo postula como a coevolucio atuou nos ancestrais da videira selecionando
uma série de mecanismo de defesa, enquanto que os citros, recém chegados na regido,
expressaram suscetibilidade a esses virdides em seus tecidos.

Assim sendo, podemos afirmar que as plantas ndo permitem de forma passiva a
entrada de patdgenos no seu interior. Pelo contrario, elas percebem as agressdes € a sua alta
capacidade de adaptacdo permite que sobrevivam, mesmo tendo, muitas vezes, seu
desenvolvimento prejudicado (Margis-Pinheiro et al., 1999).

A resisténcia da planta a um determinado patégeno € definida como sendo a
capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada de um microrganismo em seu interior,
bem como criar condicdes adversas para a colonizacdo de seus tecidos pelo mesmo
(Pascholati & Leite, 1995). A resisténcia a patdégenos € usualmente complexa e os fatores
relacionados com as respostas de defesa ocorre por um conjunto de mecanismos ou barreiras
pré ou poés-formados (Figura 1). Os pré-formados sdo aqueles mecanismos de defesa
existentes e independentes da chegada do patégeno no sitio de infec¢do. Em contraposicao, as
plantas possuem outros mecanismos de defesa que permanecem inativos ou latentes, sendo
acionados somente apds a chegada do patégeno. As defesas vegetais podem também ser
classificadas como estruturais, quando baseadas em caracteristicas anatdomicas, e bioquimicas,
quando relacionadas a compostos biologicamente ativos (Shewry & Lucas, 1997). Enquanto

que os mecanismos de defesa estruturais (fisicos) atrasam ou impedem a penetracdo dos



patégenos, os bioquimicos inibem o crescimento, criando condi¢des adversas para o
crescimento dos patdégenos. Fatores anatdmicos constitutivos ou bioquimicos, como cuticulas,
parede celular e inibidores podem ser suficientes para prevenir a colonizacdo dos tecidos
vegetais. Contudo, se a penetragdo ocorrer, os mecanismos de defesa pos-formados sdo
ativados. Este inclui a rdpida geracdo de espécies reativas de oxigénio, alteracdes em polimero
da parede celular, sintese de fitoalexinas, producdo de proteinas relacionadas a patogénese e
uma rapida resposta de hipersensibilidade seguida por morte celular programada.
Coletivamente, esses sistemas primeiro inibem e depois impedem o potencial colonizador dos

patégenos (Shewry & Lucas, 1997).

PRE-FORMADOS POS-FORMADOS
(Passivos, constitutivos) (ativos, induziveis)
Estrutural Estrutural

* Cuticula » Papilas halos

* Tricomas * Lignificaciao

« Estomatos « Camadas de cortica

» Fibras/Vasos condutores * Tiloses
Bioquimico Bioquimico

* Fenois * Fitoalexinas

* Alcaléides * Proteinas - RP

* Lactonas insaturadas

* Glicosideos fenolicos

* Glicosideos cianogénicos
* Fototoxinas

» Inibidores protéicos

* Proteinas - RP

Figura 1 - Fatores de resisténcia pré e pds-formados (Pascolati & Leite, 1995).



Resumidamente, a maior parte dos encontros entre plantas e microrganismos resulta
em uma relacdo incompativel, ou seja, ndo hd manifestacdo de doenca. Em uma relacao
incompativel planta-patégeno, a combinagdo de barreiras quimicas e estruturais, pré e pos-
formadas, impede o sucesso do patdgeno. Ja na relacdo compativel, alguma etapa do processo
falha, seja pela falta de produgdo ou desativacdao dos compostos de defesa ou pela auséncia de

um fator essencial ao reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro (Moraes, 1998).

2.2 Inducio de resisténcia

De maneira geral, o fendmeno da inducao de resisténcia sist€émica pode ser comparado
com a resposta imune inata (mediada por anticorpos) de animais e seres humanos em seus
efeitos finais de protecdo, ainda que os mecanismos sejam totalmente diferentes em sua
natureza.

A indugdo de resisténcia consiste no aumento do nivel de resisténcia por meio da
ativacdo de genes que codificam diversas respostas de defesa vegetal sem alterar o genoma,
através da utilizacdo de agentes externos (indutores) bidticos ou abidticos. A inducdo de
resisténcia possui caracteristicas como: 1) atividade sobre uma ampla gama de organismos; ii)
estabilidade devido a ativacdo de diversos mecanismos de defesa; iii) protecdo de cardter
sistémico, persistente e natural; iv) transmissdo por enxertia; v) economia de energia
metabdlica e vi) utilizagdo do potencial genético para resisténcia em todas as plantas
suscetiveis (Bonaldo et al., 2005).

E importante salientar que um dos critérios para confirmar se a resisténcia exibida pela
planta foi induzida € a auséncia por parte do agente indutor de uma acdo antimicrobiana ou a
sua transformacdo em agentes antimicrobianos. Seu efeito deve estar unicamente relacionado
com a sua capacidade de sensibilizar a planta, e desta em ativar os seus mecanismos de defesa
estruturais e bioquimico. A resisténcia usualmente € complexa e tem como base a acdo
combinada de diversos fatores e ndo apenas um componente (Soares & Machado, 2007). A
resisténcia induzida se mostrou efetiva contra fungos, virus, bactérias, insetos, dcaros e
nematéides (Lucas, 1999; Ogallo & McClure, 1996; Sticher et al, 1997). O fendmeno

envolve trés manifestacdes diferentes descritas a seguir.



2.2.1 Resisténcia local ou reacao hipersensivel (RH)

Quando um microrganismo patogénico invade o tecido de uma planta pode induzir
mudancas drésticas na atividade metabdlica das células vegetais ao redor do sitio de infeccao
e levar a inducdo de resisténcia. Esse mecanismo é conhecido como reacdo hipersensivel
(RH), que € caracterizada por uma rapida morte celular no local da infec¢do que resulta na
formacdo (menos de 24 horas apds a inoculacdo) de halos necréticos ao redor do sitio de

invasdo e no conseqiiente confinamento do patégeno (Romeiro, 2008).

2.2.2 Resisténcia sistémica adquirida (RSA) e resisténcia sistémica induzida (RSI)

Ambas designam o fendmeno pelo qual as plantas, apds exposi¢do a um agente
indutor, tém seus mecanismos de defesa ativados ndo apenas no sitio de induc¢do, como
também em locais distantes, de forma mais ou menos generalizada e sist€mica (Sticher et al.,
1997). RSA e a RSI foram consideradas sindnimas e de funcdes andlogas, porém atualmente
pesquisadores parecem concordar sobre a distin¢do da forma pelas quais esses mecanismos de
resisténcia sdo induzidos. Embora os efeitos fenotipicamente sejam semelhantes, na RSA a
planta que sofreu inducdo pode exibir necrose a partir do sitio de infec¢do, o agente indutor
geralmente € um patdgeno ou ativador quimico, sua inducdo € salicilato dependente e envolve
o acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP). No caso da RSI, o indutor
ndo provoca sintomas como necroses no local da infec¢do, o agente indutor € usualmente um
microrganismo ndo-patogénico, sua inducio ndo € salicilato dependente e ndo h4 acimulo de
proteinas-RP (Romeiro, 2008).

De qualquer maneira, independente do agente bidtico indutor, a comunicacdo cruzada
entre as diferentes rotas foi demonstrada e, portanto, para se evitar confusdes, alguns autores
preferem o uso do termo geral “resisténcia induzida” (Silva et al., 2008).

Em ambas a resisténcia é expressa de forma induzida, resisténcia esta com cardter
sist€émico que sdo efetivas contra um amplo espectro de patdgenos tais como fungos, bactérias
e virus (Lucas, 1999; Sticher et al., 1997; Van Loon et al., 1998).

Do ponto de vista evoluciondrio, as plantas desenvolveram um sistema de defesa
latente com a finalidade de economizar energia e substrato. A resisténcia induzida em
condicdes naturais representard custo somente na presenca do patdgeno. A resisténcia
constitutiva representa um custo para a planta, uma vez que independente da presenca do

patogeno esta investe seus limitados recursos na defesa. Plantas que investem seus recursos



para se defenderem na auséncia de patdgenos arcardo com custos que podem reflitir na

produtividade (Faulin, 2010).

2.2.3 Indutores de resisténcia

No fendmeno da inducdo de resisténcia ocorre a ativagdo dos mecanismos de defesa
da planta por meio de uma cascata de eventos e sinais que se inicia no reconhecimento do
agente agressor € culmina com a ativagdo das barreiras estruturais e bioquimicas envolvidas
no processo. Como se aplica o agente de indu¢c@o em um local da planta e os mecanismos de
defesa sdo ativados em outras partes distantes, pressupde-se que deva existir algum tipo de
sinal quimico, bioquimico, energético ou de natureza ainda desconhecida que deve ter sua
origem no sitio de indugdo e seja enviado a locais mais distantes numa espécie de reacdo em
cadeia. Os candidatos a sinalizador intracelular sdo o dcido salicilico, 4cido jasmonico e seus
derivados, etileno, sisteminas e sinais elétricos (Ku¢, 1995; Romeiro, 2008).

O 4cido salicilico (AS) € um mensageiro secunddrio endégeno que induz a expressao
de genes relacionados a resisténcia sistémica adquirida (RSA), ou seja, expressdo de
proteinas-RP, peroxidases e fitoalexinas (Bonaldo et al., 2005; Cavalcanti et al., 2005).
Provavelmente sintetizado na via dos fenilpropandides, o AS tem o 4cido benzdico como
precursor (Hammerschmidt & Ku¢, 1995). Quando aplicado na forma exdgena, € capaz de
induzir aumento da sintese do proprio AS nos tecidos vegetais (Repka et al., 2001), devido ao
aumento da atividade de enzimas da via dos fenilpropandides, como a fenilalanina amdnia-
liase (FAL), através do qual o AS € sintetizado, podendo induzir a producdo de proteinas-RP
e, consequentemente, proteger as plantas contra o ataque de patégenos (Spletzer & Enyedi,
1999). Além disso, pode gerar em vdrias plantas a produ¢do de um composto volatil, o metil-
salicilato (MeSA). Este derivado do AS pode induzir plantas a sintetizar o AS, podendo
desencadear respostas de defesa nestas plantas (Shulaev et al., 1997).

Em alguns patossistemas tem sido demonstrado que durante infec¢Oes sist€micas nao
necrotréficas, o AS pode ser convertido em 4cido gentisico (AG), o qual acumula no tecido
vegetal afetado. A aplicacdo exdgena de AG induz a producdo de proteinas-RP nido
relacionadas aquelas induzidas pelo AS. Tal fato indica que o AG pode ser uma molécula
sinalizadora induzida por patégenos, complementar ao AS na ativacdo dos mecanismos de
defesa vegetal (Belles et al., 1999; Fayos et al., 2006).

Nas décadas de 60 e 70, a cromatografia de camada delgada foi empregada com

sucesso na indexacdo e diagnose do HLB em plantas citricas (Shwarz, 1968; Graga, 1991),



N

devido a ocorréncia de um composto fendlico glicosilado, identificado como um éster de
glicose do 4cido gentisico, nas plantas doentes (Feldman & Hanks, 1969). A forma aglicona
do marcador, o 4cido gentisico (AG), € um composto fendlico encontrado em diversas
plantas, cuja quantidade aumenta consideravelmente nos tecidos citricos afetados pelo HLB,
porém a quantidade deste composto ndo estd correlacionada a tolerancia ou suscetibilidade ao
HLB (Van Lelyveld et al.,, 1988; Hooker et al., 1993). Schwarz & Van Vuuren (1970)
observaram estreita correlacdo da presenca do marcador fenélico com a ocorréncia do HLB
em laranjas doces, mandarinas e tangelos e pouca correlacio em limdes e grapefruits.

O 4cido jasmonico (AJ) e seus derivados jasmonatos sdo reguladores vegetais
end6genos produzidos por vdrias espécies vegetais, que atuam no mecanismo de defesa das
plantas e agem como sinalizador de estresse (Cortés, 2000). O AJ representa um tipo de
fitohormdnio que participa de multiplos processos anato-fisiolégicos, como alongamento de
raizes, aberturas de estdmatos, senescéncia, entre outros (Koda, 1992). A frequéncia com que
ocorrem nos tecidos vegetais, aliada a sua conhecida mobilidade nos tecidos sugere uma
funcdo sinalizadora, embora algumas controvérsias experimentais desconsiderem a funcdo do
AJ como sinalizador.

O etileno é um hormonio vegetal volatil com multiplas func¢des fisiologicas, inclusive
na comunicac¢do entre plantas, o que o aponta como um sinalizador. Sabe-se que € produzido
em resposta a ferimentos ou infeccdo por patégenos e a exposi¢cdo a elicitores de mecanismos
de defesa. Entretanto, enquanto alguns estudos mostraram que o etileno € intermedidrio
necessdrio junto com o AJ para regular e expressdo de genes de resisténcia (O’Donnel et al.,
1996), outros indicam que a sintese de etileno apds uma infeccao deve ser um sintoma e nao
uma causa da inducao de resposta de defesa (Sticher, 1997).

O 4cido jasmonico e o etileno sdo sinais para resisténcia em um caminho que é
independente do AS e do actimulo de proteinas-RP, e onde os indutores tipicos sdo as
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal. Esta via (RSI), a exemplo de RSA, ¢
dependente da proteina NPR1, mostrando que o AS nd@o € o unico ativador dessa proteina.
Evidentemente, NPR1 regula de forma diferencial a expressdo de genes relacionados a RSI ou

a RSA, dependendo de como o caminho foi previamente ativado (Pieterse et al., 2001).
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2.2.4 Mecanismos de defesa exibidos pela planta apds a inducao de resisténcia

2.2.4.1 Proteinas Relacionadas a Patogénese — Proteinas-RP

As proteinas relacionadas a patogénese participam ativamente no fendmeno da
resisténcia induzida tanto quando a inducdo € por fatores bidticos como por abidticos.
Proteinas-RP acumulam-se em locais de infeccdo e em sitios distantes destes (Sticher et al.,
1997). Sua sintese e acimulo possuem cardter de resposta ativa e sist€émica em caso de
resisténcia induzida (Van Loon, 1985). Geralmente possuem potente atividade antimicrobiana
in vitro onde € de se presumir que também a possuam in vivo. Podem se acumular nos espagos
intercelulares quando teriam uma ac¢do direta sobre os patégenos e também em vactiolos onde
teriam acdo apds eventos de patogénese que culminam com a descompartimentalizacao
(Figura 2). Sao soliveis em meio 4cido, tem baixo peso molecular e resistem a proteases
(Hogue & Asselin, 1987). Tais caracteristicas sdo importantes na funcionalidade destas
proteinas, jd que estando presente no fluido intercelular, estdo sujeitas a condigdes extremas
de pH e a acdo de enzimas proteoliticas resultantes do colapso de células hospedeiras e
extravasamento do conteudo dos vacuolos.

Atualmente essas protefnas sdo agrupadas em 17 familias, sendo que algumas tém
atividade conhecida e outras ndo (Van Loon et al., 2006). Proteinas-RP sdo enzimas que
possuem atividade hidrolitica quebrando polimeros estruturais presentes na parede celular dos
patégenos. Quitinases e glucanases sdao as mais estudadas e hidrolisam respectivamente
quitina e glucana, polimeros que s@ao componentes principais da parede celular de muitos
fungos. Bactérias podem ser inibidas pela familia oito de quitinases, que também possuem
atividade de lisozima (Linthorst, 1991). As proteinas-RP, atuando em componentes dos
fitopatdgenos, ainda liberam moléculas que podem atuar como elicitores de outras respostas

de defesa (Keen & Yoshikawa, 1983).
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Figura 2 - Indugdo, génese e modo de acdo das proteinas-RP como mecanismos induzidos de

defesa em plantas (Romeiro, 2008).

2.2.4.2 Fenois

Os fendis sdo produzidos pelas plantas e as enzimas envolvidas na sintese estdo
associadas ao reticulo endoplasmético, permitindo que apds sua produgdo esses compostos
sejam armazenados em vesiculas na forma original ou glicosilada (Labanca, 2002).

A compartimentalizacdo € fundamental para o funcionamento das células, pois os
fendis sdo toxicos e devem ser mantidos na sua forma reduzida. Quando a planta € submetida
a qualquer tipo de estresse, estes compostos passam no interior das células de uma forma
atoxica, reduzida e compartimentalizada, para uma forma téxica e ndo reduzida, durante a
descompartimentalizacdo. Fendis que se mantém livres no citoplasma podem ter acdo toxica,
tanto sobre patdgenos como sobre a propria célula vegetal e contribuir para a reacdo de

hipersensibilidade (Hrazdina, 1994).
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2.2.4.3 Fitoalexinas

As fitoalexinas sao metabdlitos secundarios de baixo peso molecular, antimicrobianos,
sintetizados pelas plantas em resposta a infeccdo por microrganismos, estresse fisicos e
quimicos, sendo fator importante na resisténcia de plantas ao patégeno. As fitoalexinas
possuem grande diversidade, sendo que mais de 300 tipos ja foram caracterizados entre
diferentes classes de compostos quimicos, como cumarinas, diterpenos, flavondides,

luteolinidina, apigenidina, apigeninidina entre outras (Cavalcanti, et al., 2005).

2.2.4.4 Producao de radicais livres (estresse oxidativo)

Os processos oxidativos desempenham uma importante fungdo nos estagios iniciais da
IR participando na sinalizagdo e na sintese de compostos de defesa. Reacdes catalizadas por
peroxidases que levam a polimerizacdo de fendis e a formagdo de lignina, reacdes catalisadas
por peroxidases que levam a ligagdes cruzadas de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina e ao
fortalecimento da parede celular vegetal, e a toxidez direta dos radicais livres sobre patdgenos
estdo relacionados a mecanismos de defesa de plantas (Labanca, 2002).

Durante o metabolismo normal da célula vegetal, o oxigénio € incorporado em
moléculas organicas e varios compostos citotoxicos como o perdxido de hidrogénio (H,0O,),
super6xido e radicais de oxigé€nio e hidroxilicos sdo gerados. Os radicais livres sdo os
elementos mais toxicos atuando principalmente sobre a membrana plasmatica, mas também
sobre enzimas, dcidos nucléicos e pigmentos. Nas plantas existe naturalmente uma série de
mecanismos de prevenc¢do contra os efeitos negativos do acimulo desses radicais.

A membrana das bactérias é igualmente sensivel a radicais livres, e desse modo, o
estresse oxidativo € considerado como parte das estratégias de defesa das plantas na limitacao
da colonizacio pelo patégeno invasor (Elstner, 1982). A capacidade de bactérias
fitopatogénicas de se multiplicarem nos tecidos da planta pode ser em parte, devido a
capacidade de destoxificar o meio ao redor do sitio de infeccdo da presenca do H,O,, o qual
dentre os compostos de oxigénio € o que penetra mais facilmente através da membrana,
afetando uma série de processos celulares. O provdvel candidato para a modulag¢do da acdo de

H,0, ¢ a enzima catalase, que converte H,O, em H,0O e O,
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2.2.4.5 Lignificacao e barreiras histologicas

Além do aparato bioquimico de resisténcia, as plantas podem reagir a invasio
microbiana sintetizando substancias que reforcem a parede celular, dificultando ou impedindo
0 avangco do microrganismo por um efeito puramente fisico. A sintese de lignina ¢ uma
resposta de resisténcia da planta a invasdo de patégenos, pode ser induzida por agentes
bidticos e abidticos, apresenta cardter sistémico e estd associada a RSA. Ligninas sdo
definidas como biopolimeros complexos que tem sua origem na rota fenilpropandide pela
polimerizacdo desidrogenativa de precursores. Neste processo a enzima fenilalanina amonia-
liase (FAL) é importante, pois promove a desaminac¢do da fenilalanina originando &cido
cindnimo, outros precursores € compostos intermedidrios na sintese da lignina. Inibidores
especificos de FAL reduzem a resisténcia de plantas a doencgas, possivelmente pelo

impedimento da sintese dos derivados fenilpropandides necessdrios a formacgdo de lignina

(Romeiro, 2008).

2.2.5 Indutores de RSI e o controle de doencas de plantas

Um dos temas mais relevantes deste inicio de século € a sustentabilidade, que resulta
na busca pelo setor produtivo de sistemas de producdo que possam conciliar alta
produtividade com a reducdo de impactos negativos sobre o meio ambiente. Encontrar uma
forma menos agressiva ao ambiente através da ativacdo dos mecanismos de resisténcia das
plantas deixando que ela propria se proteja contra patdgenos, por certo, serd uma estratégia
desejavel nos anos vindouros.

Conhecido desde o comeco do século passado, os primeiros trabalhos sobre o
fenomeno da inducdo de resisténcia datam de 1901, em trabalhos realizados com interagcdo
Botrytis cinerea x Begonia sp. (Kessman et al., 1994). Em 1933, foi observado por Chester
que as plantas normalmente suscetiveis podiam adquirir resisténcia contra doengas apds uma
infeccdo primdria causada por patégenos ou apds o tratamento com formas atenuadas de
agentes patogénicos. Trabalhando com tubérculos de batata, a inoculacdo de uma drea do
tubérculo com uma raca avirulenta de Phytophthora infestans resultava em uma reacdo de
hipersensibilidade e no acimulo de fitoalexinas, o que impedia o crescimento da raca
compativel nos tecidos (Pascholati & Leite, 1995).

Ross (1961), demonstrou que plantas de tabaco submetidas a uma infec¢io prévia com

Tobacco Mosaic Virus (TMV- virus do mosaico do tabaco) se tornavam resistentes a uma
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nova infec¢cdo do virus. Assim foi concebido o termo “resisténcia sistémica adquirida” (RSA
ou SAR), designando as respostas de defesa induzidas de forma sistémica pela interagdo com
fatores externos, como radiacdo ultravioleta, produtos quimicos e estruturas de
microrganismos.

Segundo Hahn et al. (1996) e Wulff & Pascholati (1998), estudos tém demonstrado
que as plantas podem reconhecer carboidratos, glicoproteinas, proteinas, dcidos graxos,
componentes da parede celular vegetal e induzir resposta de defesa em plantas. Wulff &
Pascholati  (1999) verificaram que indutores glicoprotéicos obtidos da levedura
Saccharomyces cerevisae estimularam o acumulo de fitoalexinas em mesocétilos de sorgo.
Labanca (2002), também verificou que um carboidrato, possivelmente contendo manama e
glucosamina, obtidos da parede celular de S. cerevisae induziu resisténcia local em pepineiro
contra Colletotrichum lagenarium.

O Agro-mos®, cujo principio ativo é representado por mananoligossacarideo
fosforilado derivado da parede celular de S. cerevisae, € um produto que t€ém demonstrado
efeito positivo no controle de doengas em videiras, batata e tomate quando utilizado em
conjunto com fungicidas, possibilitando uma reducdo do nimero de aplicagdes (Di Piero et
al., 2005). Dentre os mecanismos de interagdo antagdnica utilizados por fungos e leveduras
pode-se incluir a producdo de enzimas hidroliticas e antibidticos, competicdo por nutrientes
em plantas e coloniza¢@o de nichos, indu¢do de mecanismos de defesa em plantas hospedeiras
e interferéncia com fatores de patogenicidade do patégeno (Punja & Utkhede, 2003).

O Ecolife® é um produto natural proveniente da biomassa citrica que possui na sua
formulacdo aquosa heterogénea polifendis, flavondides, fitoalexinas e d4cidos organicos
diluidos. Tem-se mostrado eficaz na protecdo de pepino, cafeeiro, cacaueiro e pessegueiro
(Quinabra, 1996).

Avancos nas pesquisas envolvendo indugdo de resisténcia em plantas vém sendo
acompanhados pelo surgimento de produtos comerciais. Atualmente existem cinco indutores
de resisténcia no mercado mundial: Bion®, Messenger®, Elexa®, Orizamate® e Oxycon®.

Acibenzolar-S-Metil (ASM), € um composto sintético andlogo ao acido salicilico. Da
mesma forma que o 4cido salicilico (AS), o ASM atua como ativador quimico de resisténcia,
fornecendo protecdo contra o mesmo espectro de patégenos e ativando a expressdo dos
mesmos genes, quando comparado com a indugdo biol6gica da RSA. No entanto, o ASM nao
apresenta a grande desvantagem do AS, que € a de ser fitotoxico as culturas em uma dose
muito proxima a necessdria para induzir resisténcia. O ASM € considerado o primeiro

ativador vegetal sintético de RSA disponivel, tendo sido liberado para comercializacdo na
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Europa com o nome de BION® e nos Estados Unidos como ACTIGARD®. No Brasil, com o
nome de BION®, o produto esté registrado para as culturas do cacau, tomate e citros entre
outras. Em citros € indicada no controle da bactéria Xylella fastidiosa agente causal da clorose
variegada dos citros (CVC).

Dentre outras culturas, existem relatos do ASM induzindo resisténcia em trigo contra
patégenos flingicos, em feijdo contra fungos e bactérias, em fumo e em Arabidopsis sp. contra
fungos, bactérias e virus.

O ASM tem mostrado induzir resisténcia contra algumas doencas onde medidas
eficazes de controle sdo raras ou mesmo ausentes. Em tomate, por exemplo, o tratamento com
ASM protegeu as plantas contra a podridao radicular causada por Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (Benhamou & Belanger, 1998).

O Oryzemate® (probenazole) é um produto para protecio do arroz contra brusone que
ja conta com mais de 20 anos de mercado no Japdao sem que haja um unico relato de
surgimento de resisténcia na populacdo do patégeno, sendo também usado em algumas
culturas horticolas, mostrando-se efetivo, ndo s6 para o controle de fungos e bactérias, mas
também para o controle de viroses (Koganezawa et al., 1998). O Elexa®, além de ingredientes
inertes, contém um carboidrato denominado quitosana, extraido do exosqueleto de crustceos.
O ingrediente ativo do Messenger® é uma proteina, produzida por um gene hrp, da bactéria
fitopatogénica Erwinia amylovora. Tanto a proteina HRP como a quitosana liga-se a
receptores existentes na membrana celular de plantas, mimetizando o fenOmeno de
reconhecimento que ocorre em uma interagdo compativel entre planta e patdgeno. O
Oxycom® é uma mistura de dcido peracético, dcido acético e H,O,. O produto é capaz de
aumentar a atividade de enzimas importantes ligadas a RSA, como a fenilalanina amonia-liase
(FAL), chalcona sintase e peroxidases e proteger as plantas contra nematdides e fungos
(Labanca, 2002).

Outros agentes sdo estudados como possiveis elicitores de respostas de defesa ou
indutores de resisténcia. Esses agentes podem ser quimicos como a 4cido salicilico, o dcido B-
amino butirico (BABA), etefon, e o metil salicilato, ou estresse de natureza bidtica ou
abidtica, um patégeno avirulento, parte de um patégeno, como uma glicoproteina ou um
carboidrato estrutural, um organismo n@o patogénico, como as bactérias promotoras de
crescimento e até luz ultravioleta.

Na Florida (EUA), a aplicacdo de Zn, Mn e Mg para o controle da mancha graxa, de
fosfito para o controle de Phythophtora spp. e de per6xido de hidrogénio (H,O,) + Bacillus

subtilis para o controle do cancro citrico foi combinada com a aplicacdo de salicilato de
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potassio para o controle do HLB. A esses produtos, ainda verifica-se a mistura de B, Mo, e
monoamoniofosfato (MAP) para o suprimento de nutrientes as plantas, além do 6leo como
inseticida para o controle do psilideo (Giles, 2009). Essa mistura € aplicada via foliar vérias
vezes ao ano, quando os fluxos de vegetacao apresentam folhas jovens a recém maduras.

O efeito das aplicacdes dessa mistura no controle de outras pragas e doengas dos citros
contribui para um aparente aumento na expectativa da vida produtiva das plantas afetadas
pelo HLB. Atualmente, estes tratamentos sdo conhecidos como tratamentos nutricionais € nao
h4 evidéncias de reducdo na incidéncia ou severidade do HLB, mas sim uma melhor nutricdo
da planta afetada o que atenua temporariamente os sintomas (Mattos Jr. et al., 2010).

Pesquisadores da Florida (EUA) tem conduzido experimentos de campo para testar a
efetividade desses indutores. Até o momento os resultados sdo preliminares, mas apontam
para um melhor enfolhamento inicial e reducdo dos sintomas em folhas de plantas infectadas.
No entanto, essas diferencas visuais de sintomas desaparecem apds 2-4 meses das aplicacdes
(Arevalo et al., 2009). A melhoria do estado nutricional ndo cura a planta, somente retarda o
progresso da doenca numa arvore infectada. Destaca-se a necessidade de estudos detalhados

para elucidar o efeito de curto prazo desses indutores em plantas tratadas.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho é composto por dois experimentos. O Experimento I foi conduzido para
fazer uma triagem e avaliar o efeito sobre a Ca. L. asiaticus de alguns dos principais agentes
indutores com resultados positivos em outros patossistemas. O Experimento Il foi conduzido
para avaliar o efeito de doses daquele tratamento que se destacou no primeiro experimento.
Ambos foram conduzidos sob condicdes similares, exceto alguns casos especificos conforme

descrito na Figura 3.
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Figura 3 — Cronograma das atividades realizadas durante a conducdo dos experimentos.
Ambos os experimentos iniciaram com a enxertia € a 1* aplicagdo dos indutores. Todas as
etapas de aplicacdo e poda estdo ilustradas em relagdo ao nimero de dias apds a enxertia
(DAE). A poda ap6s 7% coleta (270 DAE) ocorreu somente no Experimento I. Cada avaliagdo
consistiu na visualizacdo dos sintomas nas folhas para cada planta e na coleta de trés folhas

por planta para a extracdo de DNA e PCR para Ca. L. asiaticus.

3.1 Plantas e fonte de indculo

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo sob telado a prova de

vetores de doengas nas condigdes previamente descritas conforme Lopes et al. (2009).
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O efeito dos produtos e moléculas sinalizadoras de resisténcia foi testado em mudas de
laranjeira doce variedade ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck], enxertadas sobre limoeiro
cravo (C. limonia), com nove meses de idade. As mudas foram produzidas em sacolas
plasticas de 4 litros contendo substrato constituido por casca de pinus compostada e
vermiculita. Essas mudas citricas sdo pré-imunizadas com uma linhagem de CTV. A irrigacdo
foi realizada 4 vezes na semana com um volume de aproximadamente 250 mL de dgua por
sacola, totalizando 1000 mL semanalmente. Junto com a 4gua de irrigacdo, uma vez por
semana, foi feito o manejo nutricional das plantas através da fertirrigacdo com uma solucao
nutritiva contendo os seguintes fertilizantes em g 1000L" de dgua: nitrato de célcio= 900,
nitrato de potassio= 300, MAP= 70, sulfato de magnésio= 260, cobre-4cido etileno diamino
tetracético (EDTA) (14,5% Cu)= 10, Zinco-EDTA (14% Zn)= 7, Manganés-EDTA (13%
Mn)= 5, Acido Bérico= 3,5, Molibdato de Aménio= 0,3, Ferro- 4cido dietileno diamino
hidréxidofenilacético (EDDHA) (6% Fe)= 50.

Como fonte de in6culo foram coletados ramos com borbulhdes em um pomar de
laranjeira variedade ‘Péra’, com quatro anos de idade, localizada no municipio de Matao-SP
de ramos sintomaticos para o HLB e infectados por ‘Ca. L. asiaticus’. No Experimento I, a
confirmacdo da presencga da bactéria foi feita em cerca de 10% da casca dos ramos coletados,
que foram analisados através de PCR duplex para ocorréncia de Candidatus Liberibacter spp.
(Teixeira et al., 2009). No Experimento 1II, tecido adjacente a cada borbulhdo foi coletado e
analisado como descrito acima. Desta maneira, amostra de cada dois borbulhdes constituiu

uma amostra para cada planta receptora (cada planta recebeu dois borbulhdes).

3.2 Enxertia

O inicio do experimento foi marcado pela inoculacio através do método da enxertia
(Figura 4), descrito por Lopes & Frare (2008). Realizou-se um corte longitudinal de
aproximadamente quatro centimetros em lados opostos do caule a ser inoculado, a mais ou
menos cinco centimetros acima da linha de juncdo do porta enxerto com a copa. O corte
atingiu aproximadamente 1/3 do didmetro do caule. Em seguida, um segmento de quatro
centimetros de comprimento (borbulhdo), com diametro equivalente ao do tronco da planta a
ser inoculada, foi removido do ramo sintomdtico (in6culo) e apds corte longitudinal foi
afixado na regido do corte. Cada planta recebeu dois borbulhdes, enxertados em lados opostos
no caule. A fixacdo do ramo foi feito por meio de fitas de pléstico transparente de dois

centimetros de largura (fitilho) comumente empregadas na formacao de mudas em viveiros. O
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fitilho foi removido do caule apds a cicatrizagdo do enxerto, 28 dias apds a enxertia. O
controle negativo constituiu-se de plantas enxertadas com borbulhdes vindos de mudas sadias,
como descrito acima. Apds 60 dias da enxertia foi avaliado o pegamento das borbulhas e as
plantas nas quais as duas borbulhas ndo estavam de cor verde, foram eliminadas do ensaio. A
enxertia foi realizada em janeiro de 2010 no Experimento I e em dezembro de 2010 no
Experimento II. Cada tratamento consistiu de 38 plantas, sendo 4 plantas como controle

negativo e 34 inoculadas com borbulhdes infectados por Ca. L. asiaticus.

Figura 4 — Transmissdo via enxertia.

3.3 Indutores de resisténcia

Os tratamentos indutores foram aplicados através de aspersio até o ponto de
escorrimento com os produtos descritos na Tabela 1. No Experimento I, as plantas receberam
os tratamentos parcelados em quatro vezes e no Experimento II, parcelados em cinco vezes de
acordo com a Figura 3. O controle positivo (dgua) foi composto de plantas ndo submetidas
aos tratamentos, mas submetidas a inoculacdo. O controle negativo constitui-se de plantas
enxertadas com borbulhas sadias e tratadas com os agentes indutores. O primeiro tratamento
indutor foi efetuado logo apds a enxertia, assumindo que a transmissdo de liberibacter do
enxerto para a planta requer um tempo minimo para haver a unido dos tecidos da borbulha e
da planta. Assume-se este tempo de unido dos tecidos para considerar o tratamento indutor
anterior a chegada da liberibacter na planta.

Com excecao do 4cido jasmonico e do dcido salicilico, os produtos foram diluidos em

agua. O 4cido jasmonico foi dissolvido em acetona pura e diluido em dgua até a concentracao

de 1 mM e 0,1% de acetona (Thaler, 1999). O 4cido salicilico foi dissolvido em etanol puro e
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Tabela 1. Quantidade de plantas tratadas com agentes indutores de resisténcia avaliadas apos

a enxertia com borbulhdo de planta infectada por Ca. L. asiaticus nos Experimentos

Iell
Tratamentos Quantidade de plantas avaliadas '
Experimento I
Agua 29
Acido gentisico 2 mM 27
Acido jasmdnico 1 mM 29
Acido salicilico 2 mM 28
Agromos® 1,5 mL L 29
Bion®0,8 gL 27
Bion®0,8 g L + per6xido de hidrogénio 100 pM 27
Ecolife® 1,5 mL L™ 31
Metil jasmonato 2 mM 23
Per6xido de hidrogénio 100 uM 23
Acetona 0,1% 2
Etanol 15% 7
Experimento II
Agua 32
Bion®0,4 g L 32
Bion®0,8 g L 31
Bion®1,6 g L 32
Bion® 0,8 g L' + peréxido de hidrogénio 100 uM 31

'_ Para cada tratamento foram inoculadas 4 plantas com 2 borbulhdes obtidos de plantas
sadias, como controle sadio. Para cada tratamento foram enxertadas 34 plantas com
borbulhdes obtidos de plantas infectadas por Ca. L. asiaticus € o nimero de plantas
avaliadas sdo plantas nas quais ao menos 1 dos 2 borbulhdes teve sucesso na enxertia (vide
item 3.2). Controles sadios ndo sdo somados com plantas enxertadas com borbulhdes de
plantas infectadas por Ca. L. asiaticus para efeitos comparativos entre os tratamentos.
Controles sadios sdo empregados para compara¢cdo com enxerto de Ca. L. asiaticus dentro
do tratamento e para avaliagdo do desenvolvimento das plantas em relagdo ao tratamento
com os agentes indutores.

diluido em 4gua até a concentracdo de 2 mM e etanol a 15%. Estes dois tratamentos tiveram
controles adicionais para avaliar o efeito do solvente na colonizagdo de Ca. L. asiaticus nas

mudas de citros e para avaliacdo de efeito fitotoxico. Estes tratamentos controle constituem-se

de 0,1% de acetona ou 15% de etanol. No Experimento I, acibenzolar-S-metil (ASM, Bion®)
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foi aplicado na dose indicada de 80 g 100L" conforme registro para citros. No Experimento II
foram testadas trés doses conforme Tabela 1 para avaliar o efeito de doses do indutor.
Ecolife® foi aplicado na dose indicada no rétulo, 150 mL 100L" de agua. Na auséncia de uma
indicagdo para citros, o Agromos® foi empregado na mesma dose que o Ecolife®. Acido
salicilico e metil jasmonato foram aplicados a 2 mM, em dose usualmente acima do indicado
(Leon-Reyes et al., 2010), devido a natureza da planta teste. O 4cido gentisico foi aplicado em
dose similar a do 4cido salicilico (Belles et al., 1999) e o per6xido de hidrogénio na dose

empregada no trabalho de Polidoros & Scandallos (1999).
3.4 Avaliacao das plantas

Cada planta foi avaliada individualmente, sendo coletadas duas folhas novas e uma
folha velha em cada avaliacdo. Concomitantemente com a coleta das folhas as plantas dos
experimentos foram observadas quanto ao desenvolvimento de sintomas, onde a presenca de
mosqueado e folhas com sintomas similares a deficiéncia de minerais foram registradas e
fotografadas conforme a Figura 5. Esses sintomas foram caracterizados como: sem sintomas
(5A), deficiéncia mineral (5B), deficiéncia de zinco (5C), mancha verde amarela (5D),

mosqueado (5E), nervura amarela (5F), por serem estes 0s sintomas mais comuns.

Figura 5 — Sintomas foliares exibidos por plantas citricas afetadas pela Ca. L. asiaticus. A —

sem sintomas (SS), B - deficiéncia mineral (DEF), C — deficiéncia de zinco (Zn), D — mancha

verde amarela (MVA), E — mosqueado (MOS), F — nervura amarela (NA).
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A deteccdo da bactéria foi realizada por PCR convencional. As folhas foram lavadas e
secas € a nervura central e o peciolo foram cortados e empregados na extracdo de DNA. Cada
amostra consistiu de 500 mg de tecido e foi empregada uma versao modificada do método
CTAB (cetil trimetil brometo de amodnio) de Murray & Thompson (1980), descrito por
Teixeira et al. (2005).

A pureza e a concentracio de DNA nas amostras foram estimadas com o
espectofotdometro Nano Drop 1000 e as amostras de DNA foram armazenadas a — 20°C até
serem utilizadas nas analises.

A PCR convencional incluindo os dois pares de primers ou iniciadores GB1/GB3 e
A2/]5, sdo rotineiramente usados para deteccdo de ‘Ca. L. americanus’ (Teixeira et al., 2005)
e ‘Ca. L. asiaticus’ (Hocquellet et al., 1999), respectivamente. O par de primer GB1/GB3
amplifica a regiao16Sr DNA, enquanto que o par de primer A2/J5 amplifica parte do  operon
das proteinas ribossomicas. Os reagentes da PCR e as condicdes da amplificacdo foram
descritos por Teixeira et al. (2005) e o protocolo da PCR duplex foi realizado conforme
Teixeira et al. (2009). Na reacdo da PCR foram empregados 500 ng de DNA para cada reagao.
Reacdes de PCR para confirmacdo foram realizadas ocasionalmente com o DNA puro,

empregando-se 1 uL na reacdo da PCR.
3.5 Analise estatistica
Para verificar a possivel ocorréncia de diferencas significativas entre a frequéncia

relativa de plantas com Ca. L. asiaticus submetidas aos diferentes tratamentos com indutores

de resisténcia, foi utilizado o teste do y* (qui-quadrado).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento I

Todas as amostras de casca dos ramos usados como borbulhas de fonte de in6culo
foram positivas na PCR para Ca. L. asiaticus (dados ndo apresentados). Todas as plantas de
todos os tratamentos foram avaliadas pela PCR aos 60, 180 e 355 dias apds a enxertia (DAE).
Em funcdo dos resultados observados na PCR aos 60 e 180 DAE, as amostras dos tratamentos
com 4gua (controle positivo) e Bion® foram avaliados pela PCR em todas as coletas
realizadas. Nao houve amostras positivas na PCR das borbulhas de plantas sadias.

A porcentagem de plantas com a presenca de Ca. L. asiaticus submetidas a diferentes
produtos e substancias indutoras de resisténcia foram analisadas em diferentes intervalos de
tempo pelo teste de qui-quadrado (P<0,05). Dentre todos os produtos e substincias aplicados,
nas diferentes doses e combinacdes nao foram observados sintomas de fitotoxidade.

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que entre os trés diferentes intervalos
de coleta de folhas avaliados pela PCR houve uma diferenca significativa entre os tratamentos
testados, somente aos 180 DAE. Este padrdo de resposta estd relacionado a capacidade do
patégeno em infectar as plantas citricas e incrementar a sua populacdo com o passar do
tempo, resultando em uma reacdo positiva na PCR.

Na segunda coleta de folhas realizada aos 60 DAE, um minimo de 3,7% e um
méaximo de 50% de plantas foi detectado com a bactéria Ca. L. asiaticus. Esses resultados sao
semelhantes aos obtidos por Li et al. (2007), Lopes et al. (2009) e Colleta Filho et al. (2009),
que em condi¢Oes parecidas detectaram a presenca da bactéria um a trés meses apds a
transmissao por enxertia antes mesmo de apresentarem os sintomas da doenca.

Aos 180 DAE, podemos afirmar com um grau de confianca de 99,98% (valor de P=
0,0109) que mesmo apds um esperado aumento do nimero de plantas infectadas (positivas na
PCR), observa-se que ocorreu um efeito dos tratamentos testados promovendo uma reducao
da infec¢do de plantas frente a Ca. L. asiaticus. Nota-se na Tabela 2 que o Bion® apresentou
uma porcentagem de plantas infectadas de apenas 11,1% ficando abaixo do controle positivo

(27,6%) representado pela aplicacdo somente de dgua.
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Tabela 2. Quantidade de plantas tratadas com agentes indutores de resisténcia e positivas na
reacdo de PCR para a presenca de Ca. L. asiaticus em relacdo ao niimero de

plantas por tratamento.

60 DAE' 180 DAE 355DAE  Quantidade
Tratamentos

Las + % Las + % Las + % de plantas

Agua 5 172 8§ 276 27 931 29
Acido gentisico 2 mM 6 22,2 10 37,0 26 96,3 27
Acido jasmonico 1 mM 6 20,7 9 31,0 28 96,6 29
Acido salicilico 2 mM 5 179 10 357 27 964 28
Agromos® 1,5 mL L™ 4 13,8 12 414 27 931 29
Bion® 0,8 gL' + peréxidode 7 259 16 593 27 1000 27
hidrogénio 100 uM

Bion® 0,8 g L 1 37 3 11,1 25 926 27
Ecolife® 1,5 mL L™ 8§ 258 12 387 29 935 31
Metil jasmonato 2 mM 3 13,0 10 435 21 91,3 23
Per6xido de hidrogénio 6 26,0 14 60,9 21 91,3 23
100 uM

Acetona 0,1% 1 500 2 100,0 2 1000 2
Etanol 15% 2 286 2 286 7 1000 7
e 9,59" 24,46 4,17

P-valor 0,5676 0,0109 0,9647

" DAE — dias apés a enxertia. A enxertia e a 1* aplicacio de agentes indutores foram
realizadas no inicio do experimento; Las + indica o nimero de plantas positivas para Ca. L.
asiaticus na PCR e % a porcentagem de plantas Las +;

Valor ndo significativo ("°) ou significativo () no teste de qui-quadrado a 5%.

O tratamento Bion® combinado com o peréxido de hidrogénio (H,0,) ficou entre
aqueles com uma alta porcentagem de plantas afetadas (59,3%). A natureza deste efeito nao
foi avaliada, porém pode estar relacionado com uma ag¢ao direta do peréxido sobre a molécula
do ASM, no mecanismo de reconhecimento do ASM ou no processo de sinaliza¢do, anulando

a expressao génica potencialmente induzida pelo ASM.
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Os tradicionais produtos indutores de resisténcia utilizados, inclusive nos tratamentos
nutricionais na Florida (Mattos Jr. et al., 2010), tais como o 4cido salicilico e o peréxido de
hidrogénio, ndo apresentaram efeito preventivo sobre a bactéria Ca. L. asiaticus. Andlises
preliminares indicaram a ineficiéncia destes produtos na cura de plantas infectadas com
liberibacter (Arevalo, 2009). Acido salicilico e 4cido jasmonico, amplamente conhecidos pela
sua funcdo na ativacdo de respostas de defesa em outras plantas (Cavalcanti et al., 2005), ndo
reduziram o nimero de plantas infectadas com Ca. L. asiaticus (Tabela 2). Kim et al. (2009),
relatam que em plantas citricas afetadas por Ca. L. asiaticus houve regulacdo de genes
associados a patogénese, embora os genes da via do 4cido salicilico e jasmonatos ndo foram
regulados. Albrecht & Bowman (2008) e Martinelli et al. (2011), citam que a infec¢do por Ca.
L. asiaticus dispara respostas nas vias do dcido salicilico e 4cido jasmOnico, nos genes
relacionados a patogénese. Fica evidente que na interagdo citrus-liberibacter h4 um conjunto
de genes relacionados a resposta de defesa que sdo regulados, alguns com expressao induzida
e outros com expressdo reprimida. Sreedharan et al. (2011) observaram que Ca. L. asiaticus
tem uma “open reading frame” (ORF) codificando uma hidroxilase de salicilato, enzima
responsdvel pela quebra do 4cido salicilico. Esta enzima € funcional em Ca. L. asiaticus e
pode degradar diversos substratos derivados de salicilato. Assim, a regulacdo da expressao de
resposta de defesa em citros infectados por Ca. L. asiaticus pode estar sob influéncia ativa e
direta de Ca. L. asiaticus. Nas condi¢cdes de ambiente controlado que se conduziu este
experimento o dcido salicilico ndo reduziu o nimero de plantas infectadas. O mesmo pode-se
dizer do 4cido jasmonico e do seu derivado metil jasmonato.

Os produtos Agromos® e Ecolife® poderiam apresentar um efeito parecido com o do
Messenger”, utilizado no controle de doengas em outras culturas, que tem como modo de
acdo mimetizar a presenga do patdgeno nos sitios de infeccdo, evitando assim o
estabelecimento de uma relacdo compativel patégeno-hospedeiro. No entanto, ambos ndo
tiveram efeito sobre a infec¢do de Ca. L. asiaticus nas mudas citricas.

O 4cido gentisico, um composto fendlico que aumenta consideravelmente em plantas
citricas afetadas por HLB (Van Lelyveld et al., 1988; Hooker et al., 1993), podendo atuar
como um sinalizador da resposta de defesa ou como precursor de moléculas indutoras,
também nao tiveram efeito sobre a infeccdo de Ca. L. asiaticus nas mudas citricas.

Os tratamentos acetona e etanol foram incluidos somente como controles dos
tratamentos a base de 4cido salicilico e metil jasmonato que sdo insoliveis diretamente em

agua necessitando diluicdo em etanol e acetona, respectivamente. Ambos os tratamentos
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tiveram 100% de plantas com a presenca de Ca. L. asiaticus, demonstrando que o solvente
ndo apresentou efeito na colonizagdo de liberibacter.

Em relacdo a avaliacdo aos 355 DAE, cabe informar que as amostras analisadas sio
oriundas de folhas coletadas a partir de plantas que sofreram uma poda drastica (Figura 3)
com o objetivo de expressar a0 mdximo os sintomas da doenca. Observa-se na Tabela 2, um
substancial aumento das plantas com incidéncia da bactéria e praticamente todos os
tratamentos tiveram nimeros semelhantes ao tratamento a base de dgua. A porcentagem
média de infec¢do por Ca. L. asiaticus foi de 94,7%. Esses resultados confirmam a efici€ncia
com que a Ca. L. asiaticus € transmitida via enxertia e a alta capacidade de colonizar o floema
de plantas citricas um ano apds a inoculagdo (Lopes et al., 2009; Colleta-Filho et al., 2009).
Com relac@o a poda dréstica, a emissdo de brotacdes novas a partir do corte, parece favorecer
consideravelmente a colonizacdo dos novos tecidos pela bactéria. Pode-se observar que até
mesmo o tratamento Bion®, que nas coletas analisadas anteriormente apresentava um nimero
menor de plantas positivas na PCR para Ca. L. asiaticus, apds a poda dréstica saltou de 11,1%
para um total de 92,6% de plantas afetadas pela doenca.

A comparacio entre as plantas submetidas ao tratamento com Bion® em relagio aos
demais tratamentos na sexta coleta aos 180 DAE foi avaliada pelo teste do qui-quadrado
(Tabela 3). Pode-se observar que o Bion® foi o tratamento que mais reduziu o nidmero de
plantas afetadas e diferiu da maioria dos produtos e substincias indutoras de resisténcia
testadas com um nivel de significancia de 5%.

Conforme ja discutido anteriormente, entre os maiores contrastes com a aplicacao
isolada do produto Bion® foi com as plantas submetidas ao tratamento com o préprio Bion®
combinado com o peréxido de hidrogénio e o perdxido de hidrogénio isolado, apresentando
um valor de P= 0,0002. O peréxido de hidrogénio ou dgua oxigenada (H,O;) por ser uma
substancia que apresenta uma alta capacidade reativa com outras moléculas, possivelmente
tenha interagido antagonicamente com o ASM anulando seu efeito como molécula

potencialmente indutora de resisténcia.
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Tabela 3. Quantidade de plantas tratadas com agentes indutores de resisténcia e plantas
positivas na reacdo de PCR para a presenca de Ca. L. asiaticus 180 dias apds a
enxertia. Andlise estatistica com o tratamento Bion® 0,8 g L' em relacio aos

demais tratamentos.

Tratamentos Quantidade Las 4! Porcentagezm de P-valor
de plantas Las +

Agua 29 8 27,6 AB 0,1213
Acido gentisico 2 mM 27 10 37,0 BC 0,0259
Acido jasménico 1 mM 29 9 31,0 AB 0,0693
Acido salicilico 2 mM 28 10 35,7 BC 0,0318
Agromos® 1,5 mL L 29 12 41,4 BC 0,0106
Bion® 0,8 g L 27 3 11,1 A 1
Bion® 0,8 g L + peréxido de 27 16 59,3 C 0,0002
hidrogénio 100 uM

Ecolife® 1,5 mL L™ 31 12 38,7 BC 0,0166
Metil jasmonato 2 mM 23 10 43,5 BC 0,0010
Peréxido de hidrogénio 100 uM 23 14 60,9 C 0,0002
Acetona 0,1% 2 2 100,0 C 0,0013
Etanol 15% 7 2 28,5 ABC 0,2524

'Las + indica o nimero de plantas positivas para Ca. L. asiaticus na PCR;
2 valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste do qui-quadrado a
5%.

O Bion® é um composto sintético andlogo ao dcido salicilico, entretanto nio apresenta
o inconveniente de ser fitotoxico as culturas em uma dose muito préxima a necessdria para
induzir resisténcia (Labanca, 2002; Goérlach et al., 1996). Embora a dose do acido salicilico
utilizada neste experimento seja alta e de ndo ter causado qualquer sintoma de fitotoxidade
nas plantas apds as aplicacdes, observa-se na Tabela 3, quando se compara o Bion® com o
acido salicilico ha uma diferenca de 11,1% para 35,7% de plantas infectadas, sendo
significativa com um grau de confianca de 96,82% (P= 0,0318). O fato do écido salicilico nao
ser solivel em dgua e requerer uma pré mistura com etanol 15% sugere uma possivel
dificuldade na absorcdo e redistribui¢do do produto pela planta, sendo esta uma das diferencas

RG) - . « q- - L
com o Bion™~ que ndo apresentou qualquer problema relacionado a dissolu¢do em 4gua.
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Figura 6. Incidéncia acumulada de plantas positivas na PCR para Ca. L. asiaticus nos
tratamentos com Agua e Bion® 0,8 g L™ nas oito avaliacdes realizadas no Experimento 1.

Valor nio significativo (") ou significativo () no teste de qui-quadrado a 5%.

Embora o Bion® nio tenha apresentado uma diferenca significativa em contraste com
o tratamento controle, dcido jasmoOnico e controle etanol avaliados aos 180 DAE (Tabela 3),
quando se considera a redu¢do no nimero de plantas afetadas que se acumulou no decorrer de
todos os periodos avaliados, observa-se na Figura 6, que o Bion® manteve um nimero baixo
de plantas afetadas até a sexta coleta aos 180 DAE, e nesta avaliagdo apresentou um nimero
significativamente menor de plantas infectadas por Ca. L. asiaticus. A partir da avaliacdo aos
270 DAE o acumulado de plantas aumentou significativamente apresentando ao final das
avaliacdes um total acima de 90% de plantas infectadas. Entre a dltima aplicacdo do Bion® e a
data que foi realizada a oitava coleta (355 DAE) passou-se nove meses, portanto, 0 aumento
no acumulado de plantas positivas na PCR para Ca. L. asiaticus em relagdo ao tratamento
controle, provavelmente foi influenciado pela diminui¢do do nivel de resisténcia na planta em
virtude da interrup¢do na aplicagdo do produto. Esses resultados indicam que o Bion® ndo
possui um efeito preventivo diante de infec¢Oes por enxertia utilizando-se borbulhdes. Seu
efeito assemelha-se a um efeito bacteriostitico, ou seja, paralisa sem eliminar o

desenvolvimento de liberibacter enquanto houver a presenca do produto na planta. Se o efeito
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¢ direto sobre a bactéria ou sobre a ativacdo das respostas de defesa da planta, deve ser
avaliado experimentalmente. O Bion® provavelmente regula genes na planta citrica
envolvidos com a producdo de metabdlitos de defesa que apresentam uma atividade
antimicrobiana capaz de atrasar o numero de infeccdes diante de Ca. L. asiaticus. O
conhecimento desses genes, bem como da atividade desses compostos de defesa frente a
inducio por Bion® podem auxiliar no entendimento dos mecanismos de defesa da planta que
se sobrepde aos mecanismos de viruléncia da bactéria.

O atraso no aparecimento de plantas infectadas no tratamento com Bion® sugere uma
menor multiplicacdo bacteriana ou uma menor taxa de coloniza¢do, embora andlises
adicionais sejam necessdrias para provar esta suposi¢do. Cabe ressaltar que a diminui¢do no
titulo bacteriano pode interferir na aquisi¢do e transmissao da Ca. L. asiaticus pelo psilideo D.
citri. O virus mosaico do tomate transmitido pelo pulgdo Aphis gossypii e a Xylella fastidiosa
em videira transmitida por cigarrinhas, sdao alguns dos patossistemas estudados onde a
aquisicao e transmissdo de fitopatdégenos por vetores foram incrementados pela presenca da
alta titulagdo desses agentes infecciosos nos tecidos (Escriu et al., 2000).

A Figura 7A mostra a incidéncia de sintomas exibidos pelas plantas submetidas a
infeccdo por enxertia de Ca. L. asiaticus no tratamento com dgua em diferentes periodos de
coleta de folhas.

Esse resultado (Figura 7A) coincide com o relatado por Lopes et al. (2009), que
observaram o aparecimento dos primeiros sintomas aos 120 dias apds a enxertia.

Com o passar do tempo, a bactéria é encontrada em um nimero maior de plantas
(Tabela 2), onde hd um evidente progresso dos sintomas que passam de uma leve deficiéncia
nas folhas, manchas verdes amarelas, nervuras amarelas, evoluindo para defici€éncia de zinco
e mosqueado (Figura 7). Colleta Filho et al. (2009), observaram uma relacdo direta entre a
concentracdo do patégeno e a expressio de sintomas, sendo que folhas amareladas sio
geralmente o primeiro sintoma associado ao HLB e sintomas de mosqueado foram observados
em plantas 180 dias apds a enxertia. A Figura 7 mostra que o sintoma de mosqueado nas
folhas considerado um sintoma tipico e diagndstico para a identificacdo da doenca no campo,
ndo foi observado com muita freqiiéncia, na verdade ele somente apareceu apds a poda
drastica. Esse resultado assemelha-se ao encontrado por Lopes et al. (2009), que encontrou
diferengas entre a sintomatologia induzida por Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus apos a
enxertia, sendo que o sintoma de mosqueado foi ausente ou pouco observado nas plantas

infectadas com Ca. L. asiaticus.



Figura 7. Incidéncia dos sintomas de deficiéncia mineral (DEF), nervura amarela

(NA), mosqueado (MOS), mancha verde amarela (MVA), deficiéncia de zinco (Zn)

ou planta sadia (SS) em fun¢do do tempo apds a enxertia com borbulhas de plantas
infectadas por Ca. L. asiaticus no tratamento com Agua (A) e Bion® 0,8 g L™ (B).
Antes dos 90 dias ap0s a enxertia (DAE) todas as plantas estavam com aspecto sadio

e 0s dados nao sdo mostrados.
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Em relagdo aos sintomas similares aqueles provocados por deficiéncias minerais,
foram observados nas primeiras avaliacdes folhas apresentando sintomas relacionados com a
deficiéncia de zinco, manganés e ferro e ao final predominaram as deficiéncias de zinco,
especialmente nas duas ultimas avaliacbes. Com relagdo a maior manifestacdo das
deficiéncias de zinco a medida que ocorre um progresso na colonizacdo dos tecidos do
floema, o estudo do genoma da bactéria tem revelado a presenga de operons para absorcao de
zinco, Fe** e outros minerais, indicando que esse pode ser um dos mecanismos de viruléncia
da bactéria (Vahling et al., 2011) ou ao menos associados a sintomatologia.

A manifestacdo dos sintomas exibidos pelas plantas submetidas ao tratamento com
Bion®, como leve deficiéncia nas folhas, manchas verdes amarelas, nervuras amarelas
seguidos do aparecimento de sintomas com mosqueado e defici€éncia de zinco também foi

mantido, mesmo sendo este o tratamento que mais interferiu na taxa de infeccdo da bactéria

Ca. L. asiaticus (Figura 7B).
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4.2 Experimento 11

Andlise por PCR duplex das amostras do tecido adjacente de cada borbulha usada na
enxertia para cada planta receptora, revelou uma média na presenca da Ca. L. asiaticus em
94,9% das amostras oriundas das borbulhas de campo. Nao houve amostras positivas na PCR
das borbulhas de plantas sadias (dados ndo apresentados).

A incidéncia de plantas com Ca. L. asiaticus submetidas a diferentes tratamentos a
base de Bion®, observa-se que houve um efeito do produto na diminuicio de plantas afetadas
quando analisadas pelo teste do qui-quadrado (Tabela 4). Os valores de P= 0,0008 aos 30
DAE, P=0,0149 aos 60 DAE e de P=0,0017 aos 90 DAE revelam que o efeito do produto se
estendeu para os trés periodos de coleta de amostras avaliados. Na terceira e ultima coleta de
amostras aos 90 DAE, pode-se afirmar com um grau de confianca de 99,8% que ocorreu uma
diminui¢do na incidéncia de plantas com Ca. L. asiaticus em decorréncia da aplicacdo do
Bion®.

O Bion® é um indutor de resisténcia reconhecido e tem sido o mais estudado para o
controle de doencas bacterianas em diferentes culturas, como macieira (Momol et al., 1999),
pimentdao (Romero et al., 2001), algodoeiro (Ishida et al., 2008), tomateiro (Silva et al., 2003)
e hortalicas em geral (Gorlach et al., 1996). Sua utilizacdo mostra-se interessante, porque €
capaz de induzir resisténcia em plantas incapazes de acumular AS (Delaney, 1997). Dentre
outras culturas, o Bion® conferiu protecdo em plantas de tabaco contra o virus TMV, o fungo
Cercospora nicotiana, os oomicetos Phytophthora tabacina, P. parasitica, e as bactérias
Erwinia carotovora e Pseudomonas syringae pv. tabaci (Friedrich, et al., 1996) e, em plantas
de trigo, reduc@o de 87% no niimero de lesdes contra o fungo Erysiphe graminis f. sp. tritici
(Gérlach et al., 1996). Plantulas de tomate pré-tratadas com Bion® tiveram reducio em cerca
de 68% no crescimento da bactéria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, agente
etiologico do cancro bacteriano.

A maioria dos estudos sdo em Arabidopsis sp., tabaco ou em vegetais como o tomate,
com poucos estudos em plantas lenhosas como os citros. Porém, Bion® se mostrou eficaz em
aplicagoes foliares para o controle de Erwinia amylovora em mudas de maga e na reducdo do
nimero de lesdes produzidas por Xanthomonas axonopodis pv. citri (cancro citrico) em
mudas de citrumelo Swingle (Poncirus trifoliata x Citrus paradisi) em casa de vegetagao.
Nos dois casos, a resposta de defesa esteve associada a sintese e manutencdo de niveis de
expressdo adequados da PR-2 (B-1,3 glucanase) sendo considerada ttil para o monitoramento

da resposta do Bion® (Maxson-Stein et al., 2002 ; Dekkers et al., 2004).
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Os dados apresentados aos 90 DAE mostram que apesar do desenvolvimento da
planta, do avanco na colonizacdo dos tecidos do floema e da diminui¢cdo dos niveis de
resisténcia concomitantemente, o melhor tratamento reduziu em 81,2% o nimero de plantas

afetadas em relagc@o ao controle (Tabela 4).

Tabela 4. Quantidade de plantas tratadas com agentes indutores de resisténcia e plantas

positivas na reacdo de PCR para a presenca de Ca. L. asiaticus.

30 DAE' 60 DAE 90 DAE Quantidade
Tratamentos

Las + % > Las + Y% Las + Y% de plantas
Agua 24 750C 26 813D 29 90,6B 32
Bion®0,4 gL 14 438AB 23 719CD 27 844B 32
Bion® 0,8 gL 9 29,0A 19 61,3BCD 23 742B 31
Bion® 1,6 gL 10 31,3A 15 469AB 16 50,0A 32
Bion® 0,8 g L'+ 18 581BC 25 80.6CD 25 80,7B 31
perdxido de
hidrogénio 100 uM
v 18,90 12,35% 17,24
P-valor 0,0008 0,0149 0,0017

" DAE - dias ap6s a enxertia. A enxertia e a 1* aplicacio de agentes indutores foram
realizadas no inicio do experimento; Las + indica o nimero de plantas positivas para Ca. L.
asiaticus na PCR e % a porcentagem de plantas Las +;

* valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste do qui-quadrado a
5%;

A Tabela 4 mostra também o resultado da comparacio entre diferentes doses de Bion®
e a sua mistura com peréxido de hidrogénio em relacio a aplicacdo de dgua, nos trés periodos
de coleta de folhas avaliados.

Com relacdo a primeira coleta de folhas, observa-se que todos os tratamentos que
receberam aplicacdo isolada do Bion® diferiram da aplicacdo com dgua pelo teste do qui-
quadrado a 5%. A aplicacdo do Bion® combinada com o peréxido de hidrogénio nio diferiu
do tratamento que recebeu somente dgua, corroborando o efeito observado no Experimento 1.
A maioria dos tratamentos nutricionais utilizados no campo tem na sua composi¢do o
peréxido de hidrogénio, o que, no caso do HLB, ndo tem efeito na infeccdo por Ca. L.
asiaticus (Arevalo et al., 2009). O peréxido de hidrogénio além de ndo apresentar qualquer

efeito sobre a incidéncia da bactéria também pode estar promovendo um efeito supressor na
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atividade de outros indutores de resisténcia, como evidenciado no Experimento I (Tabela 2) e
no Experimento II (Tabela 4).

Aos 60 DAE, os resultados apresentados na Tabela 4 mostram que somente o Bion®
1,6 g L diferiu significativamente (5%) da aplicacio com dgua. Diferentemente dos
resultados apresentados aos 30 DAE os tratamentos com Bion® 0,4 g L™ e Bion® 0,8 g L' na
ocasido dos 60 DAE nao diferiram da aplicacdo com agua.

Kuhn (2007), avaliou a atividade de algumas enzimas relacionadas a inducdo de
resisténcia em plantas de feijo submetidas a aplicacio do Bion® e constatou que a atividade
da peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase mostraram-se muito semelhantes mas induzidas
apo6s aplicacao do indutor. Porém, decorridos 14 dias o nivel de atividade retornava a valores
proximos ao controle. Entretanto, quando as plantas recebiam uma nova aplica¢do do indutor,
a atividade das enzimas aumentavam novamente. Pradhanang et al. (2005), também
verificaram que quatro aplicacdes de manutencdo com Bion® aumentou o nivel de resisténcia
a murcha bacteriana do tomateiro. Francis et al. (2009), constataram que o controle do cancro
citrico em mudas citricas e uma resposta da PR-2 submetida a uma prévia aplicacdo foliar de
Bion® ndo durou mais que 21 dias ap6s o tratamento.

Nas condi¢des empregadas neste experimento, o Bion® foi aplicado via foliar a cada
20 dias, totalizando quatro (Experimento I) ou cinco (Experimento II) aplicacbes e os
resultados parecem indicar que o nivel limite para uma resposta de defesa das plantas sé serdo
alcancados com uma dose acima de 0,8 g L™ de Bion® (Tabela 4).

Observa-se que aos 60 DAE, o tratamento Bion® 1,6 g L™ foi aquele que apresentou a
menor incidéncia de plantas afetadas com 46,9%, seguidos pelo Bion® 0,8 g L™ com 61,3% e
o Bion® 0,4 g L' com 71,9%, mostrando que ocorreu um efeito de doses, ou uma relagio
direta entre o aumento da dosagem e a diminui¢do de plantas afetadas pela doenca (Tabela 4).
O Bion® irrigado no solo a razdo de 5 mg i.a. planta’ reduziu o nimero de lesdes de cancro
citrico em 90% por até 16 semanas comparado a 4 semanas com 1mg i.a. planta” via foliar
(Francis et al., 2009). Osswald et al. (2004), verificaram que 5 ppm de ASM reduziu
significativamente a germinacdo de esporos € a formacdo do tubo germinativo de
Colletotrichum sublineolum, patégeno do sorgo. A inibicdo da formagdo de apressorio
iniciou-se com 10 ppm de ASM e, finalmente, demonstrou-se que o crescimento micelial do
patogeno foi reduzido entre 50 e 80% utilizando-se 100 e 200 ppm de ASM. Dessa maneira, o
ASM pode atuar como um composto fungitéxico e simultaneamente como indutor de

resisténcia em sorgo contra C. sublineolum.
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Uma das caracteristicas usadas para se enquadrar um produto como indutor de
resisténcia € a inexisténcia de atividade antimicrobiana direta do produto sobre os
fitopatdégenos e uma relacdo proporcional entre quantidade do indutor aplicado e a magnitude
da resisténcia expressa, semelhante ao que se observa em casos tipicos de uso de defensivos
(Romeiro, 2008). No caso deste trabalho, para dirimir estas dividas bastaria correlacionar a
diminui¢do das plantas afetadas com a atividade de algumas proteinas relacionadas com a
defesa de plantas, pois o estudo do efeito direto do ASM sobre a Ca. L. asiaticus esbarra na
impossibilidade de cultivo desta bactéria em meio de cultura.

O tratamento com Bion® 1,6 g L™ aplicado via foliar induziu uma alta e persistente
reducdo do nimero de plantas afetadas por Ca. L. asiaticus, até 90 DAE (Tabela 4). Esses
resultados indicam que o produto Bion® até o periodo estudado de 90 DAE, apresenta
atividade no controle da infeccdo de plantas citricas por Ca. L. asiaticus, retardando ou
reduzindo seu nivel de infeccdo, diminuindo e atrasando a detec¢do da bactéria.

A utilizag¢do do Bion® para o controle da bactéria Xanthomonas axonopodi pv citri em
plantas de citrumelo Swingle em casa de vegetacdo ja foi demonstrado (Dekkers et al., 2004)
sendo que a captacdo do produto através das raizes foi superior e capaz de induzir uma
sustentada resisténcia ao patégeno (Francis et al., 2009). Contudo, experimento em campo
com variedade de laranja doce com virias aplicacdes foliares de Bion® em combinag¢do com
cobre ndo foram mais eficazes quando comparado com aplicacdo de cobre sozinho para o
controle do cancro citrico na regido Sul do Brasil (Grahan & Leite, 2004). A eficicia do
agente indutor estd relacionada com os metabdlitos de defesa produzidos pela planta citrica,
que por sua vez, estdo associados com a quantidade do composto fornecido para a planta.
Aplicacoes foliares, longo intervalo entre as aplicacdes e aplicacdes em plantas adultas
requerem uma compensacao nas doses do produto aplicado para a manutengdo de um nivel
apropriado de resisténcia. Outro fator distinto entre o cancro citrico e o HLB € o local de
colonizacdo pelas bactérias Candidatus Liberibacter spp. que sdo restritas ao floema e
portanto as respostas de defesa ativadas pelo Bion® podem ser mais ou menos eficazes frente
a liberibacter ou xantomonas dependendo do local de colonizagdo tipico destas bactérias. Kim
et al. (2009) ndo observaram alteragdes marcantes em genes das vias biossintéticas do dcido
salicilico e jasmonatos em plantas afetadas pelo HLB. Entretanto, foram observadas
alteracOes em genes relacionados a proteinas-RP. Saber se hd mecanismos de defesa que estao
sendo ativados com o Bion® frente 2 infeccdo por Ca. L. asiaticus é uma das questdes que

serdo abordadas na continuagdo deste trabalho.
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A anilise dos dados até os 90 DAE demonstram que o tratamento Bion® 1,6 g L™ foi
superior na redu¢cdo do nimero de plantas afetadas por Ca. L. asiaticus, indicando que houve
um atraso na infec¢do. Entretanto, a medida que ocorre uma diminuicdo dos niveis de
resisténcia na planta em decorréncia da auséncia de novas aplicagdes do produto podemos
esperar uma diminuicao na freqiiéncia de plantas ndo infectadas apresentadas pelo tratamento
Bion® 1,6 g L.

Esse experimento transcorreu sob condi¢des controladas, utilizando-se para a
inoculagdo artificial ramos sintomdticos de plantas afetadas pelo HLB. Nessas condi¢cdes ndo
foi observado qualquer efeito preventivo em decorréncia da aplica¢io do Bion®. Observou-se
na primeira avaliacdo uma incidéncia de no minimo 29% de plantas (Tabela 4) e ao final do
Experimento I praticamente todas as plantas estavam infectadas. O efeito do Bion® na
infeccdo de Ca. L. asiaticus deve ser estudado em condi¢des de infec¢do natural, através de
psilideos. A probabilidade do sucesso de inoculagdo com alta carga bacteriana pode aumentar
se um numero critico de bactérias € necessario para estabelecer uma infecciao (Almeida et al.,
2005). Estudos conduzidos na Floérida para avaliar a aquisi¢do e inoculacdo de Ca. L. asiaticus
por D. citri constataram que um ano apds a inoculacdo por psilideos, a transmissdo por D.
citri individualmente confinado em planta citrica teve uma eficiéncia de 4 a 10%. Uma taxa
de 88% foi observada quando um grupo de 200 psilideos adultos foi confinado em 15 plantas.
Os autores consideram que a quantidade de Ca. L. asiaticus requerida, muitas vezes &
insuficiente para que um unico psilideo transmita e desenvolva o HLB. Abaixo de um
determinado titulo da bactéria € possivel que as plantas resistam e os mecanismos de defesa
possam conferir protecdo contra as infecgdes (Pelz-Stelinsk et al., 2010).

Até o momento estudos no patossistema HLB para determinar a titulacio minima
exigida para uma inoculacio eficaz ndo foram realizados. Contudo, os resultados apresentados
neste experimento indicam que o uso do Bion® poderi ser promissor na inducio de resisténcia
contra infeccdo por Ca. L. asiaticus, especialmente nos casos de inoculacdo de menores
quantidades de liberibacter do que na enxertia, como pode ser o caso na transmissdo por D.
citri. O uso do Bion® ou de outros indutores de resisténcia eficazes contra a infecgio por Ca.
Liberibacter spp. deve ser testada com a transmissdo através do vetor D. citri e sob

condi¢cdes de campo antes que o seu uso no manejo do HLB seja adotado.
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5. CONCLUSAO

Dentre os produtos e substancias potencialmente indutores de resisténcia, tais como o
acido jasmoOnico, o dcido gentisico, Ecolife®, Agromos®, metil jasmonato, Bion® +
peréxido de hidrogénio, peroxido de hidrogénio e o dcido salicilico ndo apresentaram
efeito no controle de infec¢des em plantas citricas pela bactéria Ca. L. asiaticus.

O produto Bion® retardou o nimero de plantas citricas infectadas com Ca. L.
asiaticus, e este efeito foi dependente da dose aplicada.

O peréxido de hidrogénio quando em mistura com o Bion® suprimiu a ac¢io do Bion®

em retardar o nimero de plantas citricas infectadas com Ca. L. asiaticus.
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