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RESUMO

MAGALHAES, Leandra Oliveira, M.S Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, margo
de2022.Usode antibiéticos e calor na desinfec¢dale propagulosde citros infectadoscom
CandidatusLiberibacter asiaticus. Orientador: Abelmon da Silva Gesteira. Coorientadores:
JulianaFreitasAstuae Eduardo Augusto Girardi.

As frutas citricas sdo as mais produzidas no mundo, mas sua produgdo vem sendo ameacgade
pelo huanglongbing (HLB, ex greening), doenca considerada a mais destrutiva dos citros. A
doenca é associada a bacté@asdidatusLiberibacter spp. que vivem e se eegolvem no

floema das plantas. No Brasil Ca. Liberibacter asiaticus (CLas) € atualmentea mais
disseminada.Estudos acerca de mecanismosde resisténciarelacionadosa respostas
epigenéticas ao HLB podem auxiliar no melhoramento genético da cultura, mas-um pré
requisito para isso € obter plantas potencialmente sadias apés essas plantas haverem sidc
infectadas pelo patégeno. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar edadite
regeneracadepropagulosiecitrosinfectadocomCLas,bemcomoosefeitosdosantibioticos
ampicilinae estreptomicing datermoterapiaalimpezadabactériaParaisso,forammontados

dois experimentosno primeiro utilizouse da técnica dminigarfagem para propagacao de
garfos de citros tratadas com antibioticos; no segundagefeso da técnica da estaquia para
propagacdo de estacas de citros tratadas com termoterapia. As espécies avaliadas foram &
laranjeiradoce Valéncia(Citrus x sinensi$ e o Poncirus trifoliata, cujas plantasforam
previamente infectadas (I) ou ndo infectadas (NI) com CLas, e das quais garfos foram obtidos
e enxertados em limoeiro Crav@.(limonig. No experimento com antibidticos, garfos foram
tratados pela inmredo por 12 h em solucdo de antibiéticos (1 g/L de ampicilina + 0,1 g/L de
estreptomicina) ou em agua Mil) autoclavada. No experimento de termoterapia, foram
utilizados trés tempos de tratamento térmico sobre estacas: controle ndo tr@tdd8qMmin

(T1) e 10 min (B) de tratamento térmico a uma temperatura constante de 55 °C em banho
maria. Observoige que os antibiéticos ndo interferiram na viabilidade de regeneracdo dos
propagulos tratados. Reducfes observadas nas taxas de sobrevivéncia, dioesgEimento

dos enxertos estdo associadas a presenca de CLas nas plantas. Os antibiéticos foram eficaze
naeliminacdo d&CLasem61 % dasplantasdeP. trifoliata, mesmol5 mesesapdstratamento.

No experimento de termoterapia, pemeconstatar que gnto maior o tempo de tratamento
térmico,menorasobrevivéncia abrotacdadasestacasratadasO tratamentdérmicode 1,30

min a 55°C foi eficaz na eliminacdo de CLas em 30% das plant&s tidoliata, oito meses

apos tratamento. Nenhum método avaliado eliminou ou reduziu a titulacdo de CCaskem
sinensis As plantas d@. trifoliata potencialmente limpas serdo mantidas para uso em estudos
demetilagéo.

Palavraschave: Citrus x sinensis Poncirus trifoliata. Ampicilina. Estreptomicina.
HuanglongbindHLB). Tratamento térmico.



ABSTRACT

MAGALHAES, Leandra Oliveira, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, marco
de 2022 Use of antibiotics and heat in the disinfection of citrus propagules infected with
CandidatusLiberibacter asiaticus.Advisor: AbelmondaSilvaGesteiraCo-advisors:Juliana
FreitasAstuae EduardoAugusto Girardi.

Citrus fruits are the most produced in the world, but their production has been threatened by
huanglongbing (HLB, ex greening), disease considered the most destructive of citrus. The
disease is ass@ted with bacterigCandidatusLiberibacter spp. that live and develop in the
phloem of plants. In Braz{Ca. Liberibacter asiaticus (CLas) is currently the most widespread.
Studiesonresistancenechanismselatedto epigeneticesponse® HLB canhelpin thegenetic
improvement of the crop, but a prerequisite for this is to obtain potentially healthy plants after
theseplantshavebeeninfectedby thepathogenThus,theobjectiveof thiswork wasto evaluate

the effect of ampicillin and streptompcantibiotics and thermotherapy in cleaning citrus
propagules infected with CLas, as well as the viability of regeneration of treated propagules.
For this, two experiments were set up: in the first one, the-gairfing technique was used to
propagate aitiotic-treated citrus forks; in the second, the cutting technique was used to
propagate citrus cuttings treated with thermotherapy. The evaluated species were Valencia
sweetranggCitrus x sinensiyandPoncirustrifoliata, whoseplantswerepreviouslyinfected

(1) oruninfectedNI) with CLas,andfrom which forkswereobtainedandgraftedontoRangpur

lime (C. limonig. In the antibiotic experiment, forks were treated by immersion for 12 h in
antibioticsolution(1 g/L ampicillin + 0.1 g/L streptomycin)or in autoclavedMilli -Q water.In

the thermotherapy experiment, three times of heat treatment were used on cuttings: untreated
control(T0), 1.30min (T1) and10 min (T2) of heattreatmentat a constantemperaturef 55

°C in a water bath. It was observed that the antibiotics did not interfere with the viability of
regeneration of the treated propagules. Reductions observed in graft survival, sprouting and
growth rates are associated with the presence of CLas in plantiisiofics were effective in
eliminating CLas in 61% of P. trifoliata plants, even 15 months after treatmentln the
thermotherapy experiment, it can be seen that the longer the heat treatment time, the lower the
survival and sprouting of the treated aufs. The heat treatment of 1.30 min at 55 °C was
effectivein eliminatingCLasin 30%of P. trifoliata plants,eightmonthsaftertreatmentNone

of themethodsevaluatecliminatedor reducedhetitration of CLasin C. x sinensisPotentially
cleanedP. trifoliata plants will be kept fousein methylation studies.

Keywords: Citrus x sinensisPoncirus trifoliata.Ampicillin. Heat treatment. Huanglongbing
(HLB). Streptomycin.

Vi



1 INTRODUCAO

Os citros comp&em um grande grupo do géanus e também outros géneros afins,
como Fortunella e Poncirus além de hibridos da familia Rutacea,e sao representados
principalmente por laranjas, tangerinas, limas e limoes, dentre outros (LOPES etlal.A201
citriculturaé um dossetoregjuemaissedestacanafruticultura, sendoasfrutascitricasasmais
produzidas no mundo (COUTO & CANNIATIBRAZACA, 2010). Os principais produtores
delaranjas&oo Brasil, aindia, a China,os Estado$Jnidose o México (BRASILAGRO, 2019;
FAOSTAT, 2020).

O Brasil, além de ser o maior produtor mundial de laranjas,é tambémo maior
exportador de suco de laranja (SISTEMA FAEG, 2021; ZULIAN et al., 2013). A citricultura
representa um dos mais tradicionais setores dmagocio brasileiro, respondendo por 79%
departicipagdo no comércio mundidé suco ddaranja(CITRUSBR, 2021).

Ha mais de um século, a citricultura tembeneficiado das vantagens da enxertia, em
gue uma planta citrica comercial € formada pelo enxertoou copa e pelo portaenxerto,
agregandmsbeneficios deadaumadessapartese suainteracdgqBASTOSetal., 2014) Em
relacdo as principais cultivares copa usadas no Brasil, se destacam as espécies do grupo da:
laranjasdoces Citrus xsinensis(L.) Osbeck], das tangerinas (principalme@tereticulada
Blanco eC. clementinaiort. ex Tanaka), dos limdes verdadeir@s ¥limon (L.) Brum. F.] e
das limasacidas €. aurantiifoliaChristm.C. latifolia (Yu.Tanaka) Tanaka] (GIRARDI et al.,
2021).

O pataenxerto é fundamental na formacédo da muda citrica, visto que pode interferir
em varias caracteristicas da copa, como desenvolvimento, vigor, precocidade, quantidade e
gualidade da producéo, periodo de maturacdo dos frutos, resisténcia a pragascasaedoen
capacidadeleadaptacao dplantaascondicdesdafoclimaticaslesfavoraveigpreservandas
caracteristicas fundamentais das copas desejadas (POMPEU JUNIOR, 2005). No Brasil, a
maioria dos pomares utilizase do portaenxerto limoeiro Cravod. xlimonia Osbeck), mas
séo utilizados também outros peetaxertos como trifoliataFoncirus trifoliata(L.) Raf.] e o
citrumeloSwingle C. xparadisix P. trifoliata) (CARVALHO et al.,2019).

A produtividade dos citros pode ser afetada por diversos fatores abioticos e bioticos.
Dentre eles, as mudancas climaticas e as doengas sdo 0s que mais interfeoeln;éa, o
preco de mercado e, consequentemente, em todo o andamento da atividade da citricultura
(ZULIAN et al., 2013).



As doencgas que afetam os citros podem ser causadas principalmente por fungos, virus
ou bactérias. Dentre as doencgas bacterianas, destacehuanglongbing (HLB), também
conhecido como greeningou i d 0 e do-ramo a ma r gttadugdo do termo chinés
Ahuangl ongbi ngo) , e ® considerada a doen- a
dificuldade de controle, da rapida disseminacao, por ser altamente destrutiva e por ndo existir,
até o momento, uma cura ou tratamento (BASSANEZI et al., 2020). Além, dido existe
variedadecomercial resistent@doenca ALVES et al., 2021).

O HLB é causado por bactérias GraegativasCandidatusLiberibacter spp., que
vivem e se desenvolvemno floema das plantas (FUNDECITRUS, 2009). Ja foram
caracterizadas trés espEx dessas bactéria€a. Liberibacter africanus (CLaf), detectada
inicialmente no continente africano; Ca. Liberibacter americanus (CLam), detectada
inicialmente no continente americano; e Ca. Liberibacter asiaticus (CLas), detectada
inicialmentenaAsia (BOVE, 2006).No Brasil, podemseencontraCLame CLas,sendoaCLam
deraraocorréncia atualmente (BASSANE&al., 2020).

A transmissdoda bactériade uma planta doente para uma planta sadia ocorre
principalmente através do psilid&saphorina citri, sendo no Brasil encontrado em todo o
territorio (BOVE, 2006). Recomenda que o diagndstico das plantas contaminadas seja feito
inicialmente pelo meio visual, mas com comprovacéo por FRoRferase Chain Reactipn
guantitativoemtemporeal (QPCR)(LI etal.,2009).0 gPCRé tambémutilizadoparadeteccao
de CLas em folhas ainda assintomaéticas, e neste caso possibilita a detec¢do da bactéria mesmc
embaixissimas concentracOBERTOLINI etal., 2014).

Atualmente, o manejo da doenca é realizado através da eliminacdo de plantas doentes,
controle quimico do inseto vetor em escala regional e plantio de mudas de viveiros telados e
certificados (BASSANEZI et al., 2020). Mas, com o crescimentmi@oesse pela agricultura
de base agroecoldgicanovas medidasde protecdode plantaspodem se tornar destaque
futuramentecomoainducgéoderesisténciagueconsistenaativacdode mecanismosle defesa
vegetal para o controle de pragase doencas(STANGARLIN et al., 2011). Entre esses
mecanismos, destacase aqueles relacionados a respostas epigenéticas aos estresses (CHEN
etal., 2015;GAYACHARAN & JOEL,2013;KAPAZOGLOU etal., 2021;KINOSHITA &

SEKI, 2014; NEVES et al., 2017; SILVA et al., 2021) que podem fomentar agcdesde
melhoramento genético dos citros no futuro. No entanto, para ser viavel a conducdo desses
estudosantes necessariotimizarametodologigparaseobterplantassadiasapartirdeplantas

oupartegdela,previamentexpcstasaoHLB. A microenxertia@ umamedidaeficaznalimpeza



de patégenos, mas em trabalhos que visam avaliar uma grande quantidade de
plantas/propégulos é necessario a utilizacdo de métodos alternativos menos complexos. Desse
modo, a procura por medidas eficazes de limpeza de CLas é necessaria, e duas técnicas
potenciaissdo o uso dantibidticos eatermoterapia.

De acordo com Zhang et al. (2012), os antibi6ticos penicilina e estreptomicina
apresentaram resultados eficazes na eliminacdo da bactéria CLas. Os autores trataram estaca
de pomelo Citrus maxima e limdo Citrus x limon), de 3 a 4 cm de comprimento, com
penicilina (1g/L) e estreptomicina (0,1 g/L), por 4 h, posteriormente realizaram a enxertia. A
oxitetraciclina a 2 g/600 mL por 8rvor e, V
citrumel o 6Swingled tamb®m apr esentde@Lasr es ul
(HU & WANG, 2016).

O estudo realizado por Hoffman et al. (2013) mostrou que o tratamento térmico
controlado de 40°C e 42 °C (fotoperiodo de 16 horas) por periodos de tempo que variaram de
2 diasa4 mesesteduziudrasticamente titulo deCLasemplantasdeC. reticulata C. paradisi,

C. limon,de 12 meses de idade, infectadas com a bactéria, a qual se tornou indetectavel meses
apos o tratamento térmico. Autores como Gramaje et al. (2009) e Thapa et al. (2021) também
realizaram estudos com tertamapia para avaliar, além da limpeza do patégeno alvo, o efeito

do tratamento na viabilidade de regeneracao da planta. De acordo com seus resultados, quanto
maior a temperatura e tempo de tratamento, mais eficiente € a limpeza do patégeno, porém
menor foia sobrevivéncia e brotacdo das plantas. No entanto, os estudos que mostram o efeito
deantibiéticos naviabilidadederegeneracdo dgdantas tratadagsindasdo escassos.

Nesse sentido, pesquisas referentes a potencial eliminacdo de ClLas e obtencao de
plantas sadias (ou sanitizadas) e bem desenvolvidas podem representar um avan¢co no meio
cientifico, pois através delas novos estudos podem ser realizados, sobretudo sobre marcas
epigenéticaassociadaareinfeccdogembuscadevariedadesle citrosmaisresistenteaoHLB
nofuturo. Além disso,atécnicadelimpezapodeserutil noresgataleplantaselite ou genétipos
rarosquetenhansidoinfectadogeladoencaComisso,o presentérabalhotevepor objetivos:

a) Objetivogeral:

- Avaliar aviabilidadederegeneracade propagulosiecitrosinfectadoscomCLas,
bem como os efeitos dos antibiéticos ampicilina e estreptomicina e da termoterapia

nalimpezadabactéria.

b) Objetivosespecificos:



- Avaliar asobrevivénciabrotacace crescimentale enxertosio tipo minigarfosde

duasespéciesle citrosinfectadas com CLastratadas com antibioticos;

- Avaliar asobrevivéncia brotacdaleestacas dduasespécieslecitrosinfectadas
comCLase submetidas &atamento com calor;

- Detectara presencaou ndo de CLas em enxertosde duas espéciesde citros

previamentenfectadas com hactériae tratadas com antibidticos;

- Detectara presencaou ndo de CLas em estacasde duas espéciesde citros

previamentenfectadas com bactériae submetidas &ratamento calor.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1A citricultura no Brasil e aimportancia econémicadoscitros

O cultivo dos citros remonta h4 mais de dois mil anos antes de Cristo, conforme
demostram escritos na China (MATTOS JUNIOR et al., 2005). Essas plantas s&o originarias
majoritariamente das regifes Umidas tropicais e subtropicais do continente asidiE® e il
adjacentes (ARAUJO & SALIBE, 2002). No Brasil, estis& que os citros tenham sido
introduzidospelosportugueses primeirosplantiosdecitrostenhanmsidorealizadosentre1530
e 1540 (HASSE, 1987), provavelmente nas regides hoje correspondentéa a Bdo Paulo
(LOPESet al., 2011).

As frutas citricas, destacande as laranjas, tangerinas, limas e limdes, estdo entre as
maisconsumidagelapopulacddiumang SANCHESetal., 2018),possuindomportantepapel
nadietaalimentardosbrasileirose tambémde povogle outrospaisesespecialmentaaforma
de sucos e frutas frescas (MARMITT et al., 2016). Estas séo fontes de fibras e vitaminas,
especialmente a C, além de conterem metabdlitos secundarios incluindo antioxidantes como
acidoascorbicocompostogendlicose flavonoidesquesdoimportantegparaanutricdohumana
(JAYAPRAKASHA & PATIL, 2007).

Porserumaatividadequeexigeumagrandequantidadele maode obra,especialmente
durantea colheita,acitriculturatemumimpactobastantdorte naeconomieem350municipios
de Sao Paulo e Triangulo Mineiro, gerando cerca de 200 mil empregos diretos e indiretos e 0
setoraindageraum PIB deUS$6,5bilhdesdedolaresemtodososelosdesuacadeigorodutiva
(NEVES& TROMBIN, 2017).De acordocomo Instituto Brasileirode Geografiae Estatistica
(IBGE), o PIB do setor agropecudrio cresceu 1,3% em 2019, totalizando R$ 322 bilhdes
(GOVERNO DO BRASIL, 2020). Dos principais produtos agropecuarios do Brasil, cabe
destaque para a soja, caitwacucar, milho, café, algodao, laranja, tabaco, arroz, cacau e
mandiocgDIA RURAL, 2021).

Emboraacitriculturaencontresedistribuidaportodoo territério nacional apresentando
grande importancia econdmica e social para diversos estados, Sao Paulo € o maior produtor de
laranjas, tangerinas e limdes, sendo o cinturdo citricola de Sao Paulo e do Triangulo Mineiro
responsavel por produzir 80% dasanjas do Brasil (FUNDECITRUS, 2021a). O numero de
arvores produtivas da safra de 2021 no cinturdo citricola totalizou 166,56 milhdes, ocupando
umaareade400.316 hectares (FUNDECITRUS, 2021a).



2.2Minienxertia e estaquia: métodosde propagacaovegetal

As plantas citricas podem ser multiplicadas por sementes ou propagacdo vegetativa
como a mergulhia, alporquia, estaquiae enxertia (ANDRADE & MARTINS, 2003). A
semeadurfoi o métodoutilizadonapropagacadasprimeirasespéciesgitricasintroduzidaso
Brasil, e na citricultura mundial predominou até a metade do século XIX, quando problemas
relacionadosioataquade Phytophthorasp.nallha dosAcores(Portugal) determinow usode
portaenxertogdolerantesaesse oomiceto (MENDES, 2016).

Além de problemas relacionados a doencas, a multiplicacdo por sementes apresenta
varias desvantagens, como: o inicio de producao tardio ddsapéss, implicando em mais
tempo para que se tenha o retorno econdmico do cepitatido na implantacdo do pomar; a
producéo dos frutos pode ser menor e aperiddica, e as plantas apresentam muitos espinhos e
crescem bastante, dificultando a colheita e os tratos culturais (CUNHA SOBRINHO et al.,
2013). Ja a propagacao vegetativa agresuma série de vantagens na producdo comercial de
mudas de fruteiras em relacdo a propagacao por sementes, entre as quais podem ser citadas
conservagaodo valor agrondmico da planta matriz; redugcdo da fase juvenil e,
consequentemente, do periodo impitdeb; obtencdo de areas de producédo uniformes, o que
permite uma melhor definicdo e execucédo das praticas de manejo no pomar; e estabelecimento
de combinacgdes de atributos de diferentes copas egromatos em uma Unica nova planta
(FACHINELLO etal., 2005).

Dessa forma, a propagacao vegetativa, também chamada de assexuada ou clonal, é a
forma de multiplicacdo de variedadescopa mais empregadaatualmentenos pomares.
Praticamente todas as espécies exploradas comercialmente sdo propagadas vegetativamente
assimcomomuitosportaenxertodutilizadosnapropagacaadefruteiras(FACHINELLO etal.,
2005).Essemétodoconsistenamultiplicacdodeindividuosa partir de por¢cdesvegetativaslas
plantas, em razéo da capacidade de regeneracédo dos 6rgdos vedelalR/OgANN et al.,

2002). Por serem provenientes de uma mesma planta matriz, os clones, gerados a partir da
propagacdo vegetativa, apresentam a mesma constituicdo genética, idénticas necessidades
climaticas,edéficas, nutricionais @emanejo (FACHINELLOet al., 2005).

Dentre os métodos de propagacao, a enxertia € o mais empregado na multiplicacdo dos
citros(CARVALHO etal., 2019),e consisteemjuntarduasplantagdiferentegasvezegrésou
mais)ou partesdaplanta,detal maneiragqueelaspossanseunir e continuaro seucrescimento

(HARTMANN et al., 2002). Essanova planta,formadapor meio da enxertia,compreende



basicamentaduas partes: 0 enxerto (cavaleiro, ougarfo quandose trata da enxertiapor
garfagem) e o portanxerto (cavalo) (FRANZON et al., 2010). O pestaxerto fica na parte
inferior e contribui com o sistema radicular, fornecendo agua e sais minerais a combinacao,
alémdepoderconferirresisténciatoleranciaouimunidadeafatoresadversosja o enxertofica

na parte superior e tem a finalidade de produgao (GOTO et al., 2003; LEE, 1994). Em citros, a
técnica de borbulhia em-ifvertido é a mais usada comercialmente, mas a garfagem pode ser
utilizadaem alguns casd€ARVALHO et al., 20.9).

Remotamentea técnica da enxertia foi aprimorada,como por exemplo, para a
minienxertia (RIBEIRO et al., 2008), a qual faz uso dos mesmos procedimentos da enxertia
convencional, no entanto, além de utilizarde propagulos em dimensfées menores, medindo
até centimetros, fage uso de portanxertos também em dimensdes menores, constitsgdo
mudas. Apresentavantagenscomo melhor pegamentoe cicatrizagcdoe menor tempo de
producadalasmudasemrelacicaenxertiaconvenciona(WENDLING & HOFFMANN, 2005),
guandaaintensacé utilizar atécnicaempesquisaAlém disso necessita@lemenorespacamento
noviveiro, ja queos enxertos sdo damanhoseduzidos, intitulados dainienxertos.

Outro método de reproducdo assexuada bastante utilizado € a estaquia. A propagacao
por estacas utiliza quaisquer segmentos da planta (ramo, raiz ou folha) que, quando colocados
em meio adequado, sdo capazes de fomai@es adventicias e originar uma nova planta
(FACHINELLO etal.,2005).Nasplantasherbaceagspartescomumenteitilizadassaoramos,
folhase pedacoglefolhas;ja emplantadenhosascomoa maioriadasfrutiferas, agstacasle
caulesédo os tipos mais utilizadodARTMANN etal., 2002).

O enraizament@or estaca® um métodoquetambénmantémascaracteristicabasicas
da plantamée e incrementa o niumero de plantas rapidamente (PLATT & OPTIZ, 1973). Essa
técnica é ocasionalmenteutilizada para obtencdode portaenxertosde citros, podendo
possibilitar, além da reducéo do prazo na formacéo da muda, a uniformidade do pomar, ja que
0s portaenxertos séo clones (ZAFARRI et al., 1993). No entanto, depende do potencial de
enraizamentdavariedadeou espéciesendoostrifoliatasemgeralbastant@ptosaessaécnica
depropagacadOLIVEIRA et al., 2014).

2.3Huanglongbing doscitros

Dentreasdoencagjueafetamoscitros,o0 huanglongbingHLB) € amaisdevastadora

preocupantepor ndoexistir curaparaessaenfermidadgBOVE, 2006). Além disso,todasas



variedades comerciais de citros sdo suscetiveis, bem como alguns hospedeiros alternativos,
como a rutaceaornamental conhecidacomo murtade-cheiro ou falsamurta [Murraya
paniculata(L.) Jack], ainda que o titulo bacteriano em seus tecidos seja extreradraxo

ou transiente (LOPES et al., 2006). Entretanto, resisténcia, ou ndo multiplicacdo da bactéria,
foi recentementddentificada em espéciesafins de Citrus, como Eremocitrus glauca e
Microcitrus (lima australiana) e seus hibridos e os @itrus, podendo ser utilizados como

fontes de resisténcia em programas de melhoramento, bem como avaliados diretamente como
portaenxertos ou interenxertos que possibilitem melhor comportamento das copas em relagéo
adoencadALVES et al., 2021).

O HLB foi primeiramente relatado na China ha mais de 100 anos (BOVE, 2006) e foi
relatado pela primeira vez no Brasil no estado de Sdo Paulo em 2004 (COLLETA FILHO et
al., 2004).Atualmente a doenceaestipresentemtodasasregidesprodutoragio estadade Séo
Paulo, além de regides no Parand, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (FUNDECITRUS,
2021b). A doenca € associada a bactéBiasLiberibacter spp.Ca. Liberibacter africanus
(CLaf), Ca. Liberibacter americanus (CLam)@a. Liberibacter asiaticus (CLAgSANTOS
FILHO et al., 2009).

O termoCandidatusé usado para organismos bem caracterizados, porém ainda néo
cultivadosou quetenhanmpermitidofecharospostuladosie Koch (MURRAY & SCHLEIFER,

1994). No Brasil, CLas € o principal agente associado a doenca, presente em mais de 99% das
plantas doentes; entretanto, no inicio da deteccdo do HLB no pais, a bactéria CLam era
prevalentemas,aolongodotempo,deixoudeseraespécigredominanteafedandohojemenos
del1%das plantas doentéSUNDECITRUS, 2019b; GASPAROTEX al.,2022).

A transmissdo da bactéria de uma planta doente para uma sadia ocorre pelo psilideo
Diaphorina citri Kuwayama, familia Liviidae, sendo este o Unico inseto vetor de Ca.
Liberibacterspp.no Brasil. Estepsilideomedecercade 2 a3 mm decomprimentopossuiasas
transparentes com bordas escuras, forma um angulo de 45° em relacdo a planta quando em
pouso, e suas ninfas sdo achatadas, de coloracao aalaralgado e com olhos vermelhos
(OLIVEIRA et al., 2018). Alimentamse principalmenteem brotos novos e caminham
lentamentéAYRES et al., 2018).

O psilideo alimentae da seiva da planta e a aquisi¢do e transmissédo da bactéria pelo
vetor podem levar de 30 a 60 minutos (AMMAR et al., 2016), ou até mesmo depois de 15
minutosdealimentacddFUNDECITRUS,2019a).Quana o insetondoinfectivo sugaa seiva

de umaplantainfectadaele poderasetornarinfectivo e capazde transmitira bactériaa uma



planta sadia, na qual a bactéria ird se multiplicar sistemicamente no floema (TSAI & LIU,
2000). Ninfas e adultos podem adquirir o patégeno, porém as ninfas sdo mais eficientes
(INOUE et al., 2009).

A bactéria circula no floema por toda a planta, excetenuosperma e embrides da
sementee ossintomassdosetorizadog naouniformementalistribuidos podendeseobservar
uma degeneracdo progressiva do floema, resultando em colapso parcial ou total da planta
infectada (SAPEREIRA, 2015). J& no inseto vetar bactéria multiplicse na hemolinfa e
glandulas salivares. Individuos que adquirem CLas na fase ninfal sdo capazes de-teansmiti
apos a ecdise para a fase adulta, evidenciando que o patégeno € circulativo propagativo no
vetor, ndo estando restrito astomodeu ou as pecas bucais; com isso, ap0s a aquisi¢cao, a
bactéria é detectada em varios 6rgaos e tecidbs digri incluindo tubo digestivo, musculos,

hemolinfa,tibulos deMalpighi, ovarios e glandulas salivar@MMAR, et al., 2011).

2.4 Sintomatologiae diagnosedo HLB

Os sintomas do HLB sé&o identificados visualmente e se manifestam no limbo foliar, na
brotagdo dos ramos, no crescimento e amadurecimento dos frutos e no desenvolvimento geral
da planta. Como o floema e o sistemafotossintéticoséo afetados,inUmerasalteracdes
fisiologicas sdo observadas na planta (COLETTA FILHO & CARLOS, 2010). Aparentemente
0s sintomas estdo associados a colonizacdo de ClLas, que provoca obstrucdo dos vasos dc
floema, ocasionandac@mulo de amido e colapso dos vasos; com isso, a obstrucdo dos vasos
impede o fluxo e distribuicdo das substancias fotossintetizadas na copa, reduz o niamero de
cloroplastos e dificulta a translocacdo de macro e micronutrientes (ACHOR et al., 2010). Os
sintomas também podem ser efeitos de perdas no sistema radicular que ocorrem antes mesmos
dossintomas serem observadoscopa(JOHNSON etl., 2014).

Os sintomas caracteristicos da doencga incluem amarelecimento dos ramos, mosqueado
em folhas, frutos tortos @m inverséo de cor no estagio de maturacdo e sombra prateada ao
serem pressionados, deformag&o na columela central, amarelecimento na regido do pedunculo
esementes abortadas (GIRARDI et al., 2011).

No campo asplantasdoentesapresentannicialmentesintomasemum oumaisramos,
sendo mais comum sua observacdo no outono e inicio do inverno (BOVE, 2006). As folhas
presentes nestes ramos perdem a coloragcao verde e apresemarcialmente amareladas e

verdessintomadenominad@® mo s g dgeeaaksimtomamaiscaracteristicaladoencagp qual



tem sido observadoem todos os locais onde a doenca foi descrita (BOVE, 2006).
Posteriormente,as plantas podem apresentaroutros sintomas como folhas de ramos
sintomaticos curvadas, de tamanho reduzido, nervuras salientes e escurecidas (BASSANEZI,
2012). Com a progressdo dos sintomas na copa, a planta apresenta reducdo do tamanho, a:
folhas caem e os ramos secam (BOVE, 2006). Além disso, ha queda precoc¢odosniru
plantas sintomaticas e os que ficam retidos nos ramos doentes apresentam grande impacto da
gualidade, com acidez elevada e menor porcentagemde soélidos soluveis, implicando
diretamentanaqualidadedo suco (BASSANEZét al., 2012).

AvaliacOes realiadas em talhGes de diferentes combinacdes copafrodato, com
plantas entre 8 a 12 anos de plantio, mostrou que, de maneira geral, no primeiro ano apos o
aparecimento dos sintomas do HLB, a doenca atingiu em média 8% da copa das plantas,
resultandemumaproducdemmeédia8% menoremrelacéocasplantassadiadBASSANEZI,

2017). Conforme o autor, no segundo ano, a severidade média da doenca foi de 24% e a
producdo destas plantas foi 32% menor que das plantas sadias. No terceiro ano, a severidade
meédia alcancou 39% da copa das plantas e a producao foi reduzida em média 59%. No quarto
ano,ossintomascontinuaranevoluindonacopadasplantase atingiramemmédiad7%dasua

area, levando a uma reducao de producao semelhante a do ano anteriost&9%eshltados
indicamqueo progressalaseveridadelossintomasdieHLB e aquedade producacemplantas
adultassdomaisrapidosdo queseimaginavapoisemapenaguatroanosaposo aparecimento

dos sintomas nestas plantas, 0s mesmos chegam a tomar cerca de metade da area da cop:
reduzindoa produca@m aproximadamenté0%.

O periodo de incubagéo, ou tempo entre 0 momento da inoculagdo pelo inseto e a
manifestacdo dos sintomas do HLB, € varidpeklendo ser de meses a mais de um ano,
dependendo da época de infeccdo, combinacdo de copa empa@ttd e idade da planta
(LOPESet al.,2009a; YAMAMOTOet al., 2006).

De acordo com Lopes et al. (2009a), o clima, principalmente a temperatura, parece te
papelpreponderantaamanifestacae progressadossintomasA maiorincidénciadeplantas
com sintomas visuais é observada entre o final do verao e o inicio da primavera, com maxima
detecgcdo ocorrendo entre o outono e o inverno, em decorréncia daesnEmperaturas
prevalentesestagpocasasquaisfavoreceno aumentalastaxasde multiplicacdodabactéria
(LOPESet al. 2009b).

Neste caso, devido a existéncia de um periodo de tempo entre a transmissao pelo vetor

e a expressao demtomas, €omumqgue uma planta assintomatpassa atuatomofontede
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infeccdo para vérias outras plantas até a sua deteccdo (BAEZBAt al., 2010). Ja foi
demostrad@xperimentalmentguea concentracade CLas,em plantassemqualquersintoma

foliar evidente, pode ser tdo alta quanto a concentragcdo nas mesmas plantas quando estas
passarana exibir sintomasaracteristicos do HLB.OPESet al., 2009a).

Em razéo dessa variacdo no periodo de tempo de incubacéo da doenca, a diagnose de
plantascomHLB ndoé um procedimentsimplestornandeseinviavel de seffeita apenagpor
meio visual, observando sintomas. Além disso, caso a planta apresente sintomas, estes podem
ser confundidos com aqueles associados a varias outras doencas dos citros e com deficiéncias
nutricionais(OLIVEIRA et al., 2018).

Com isso, a melhor alternativapara a diagnosedo HLB é a utilizacdo da PCR,
especificamente a PCR quantitativa em tempo real (QPCR). O métodosdilizaatividade
nucleasicada Taqg DNA polimerasena regido terminal 5 {para clivagem de uma sonda
hibridizadaaoDNA alvo duranteafasedeextensdaaPCR.Comisso,asondaé marcadaom
dois corantesfluorescentesum que emite (reporter) e o outro que capta (quenchey a
fluorescéncia (energia), liberandosomente quando a sonda € clivada durante a extensdo da
PCR, ou seja, quandmuver anelamento dgsimerse sondas ao DNAlvo; neste caso, a
fluorescéncia é captada por um detector, quantifican@OLETTA FILHO & CARLOS,

2010).

O primeiroconjuntodeprimerse sondagparagPCR paraadeteccaaleCa. Liberibacter
spp. de citros, foi descrito por Li et al. (2006). Utilizando do sistema TagMan®, estes autores
desenvolveram conjuntos de primers (HLBas, HLBaf, HLBam e HLBr) e sonda (HLBp),
especificosao gene 16S rRNA das espéciesCLas, CLaf e CLam. Nestesconjuntos,as
sequénciado primer reversoHLBr) e adasonda(HLBp) foram comungaraastrésespécies
de Liberibacter, sendo que a especificidade da PCR foi dadappeiessdiretos forward)
(COLETTAFILHO & CARLOS, 2010).

Na PCR quantitativa em tempo real, dois valores séo calculados na fase exponencial,
sendo eles a linh@hreshold que representa a quantidade de amplificado que emite pela
primeira vez um sinal de fluorescéncia detectavel pelo equipamen@yaeoThresbld (Ct),
sendo que o valor de Ct é inversamente proporcional a quantidade de produto detectado
(CHADDAD, 2013). Portanto, o Ct representa o ponto que detecta o ciclo no qual a reacao
atinge o limiar da fase exponencial. Esse ponto permite a quantifieagéoe reprodutivel
baseadaafluorescéncialecadaamostra (NOVAIS. PIRESALVES, 2004).
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Amostras com valores indeterminados ou
negativos para CLas (LOPES et al., 2013). Além de Ct indeterminattos valores de Ct
tamb®&m s«o utilizados para indicarem que a
observado no trabalho de Boscatioh mar go et al . (2010) e O 3¢
Zhang et al. (2014). O limite de Ct para considerar umast&ra positiva ndo é padronizado
mundialmente e pode levar a subestimar a presenca de plantas infectadas, por exemplo, na
Califérnia, EUA, o limiar de Ct foi recentemente aumentado de 32 para E&H9SHAM et
al.,2020.

2.5Incidéncia atual do HLB no Brasil, manejo e controle da doenca

Segundaladosdo Fundecitrusp levantament@nualde greeningde 2020mostrouque
a doencaesta presenteem 22,37% das laranjeirasdo cinturdo citricola de S&o Paulo e
Triangulo/Sudoest®lineiro, o queequivaleamaisde43 milhdesdearvoresdoentesientreum
total de 194 milhGes de plantas. Em relacdo ao ano de 2019, a incidéncia cresceu 7,2%,
representando maiorpatamadesdeo primeirorelato noBrasil (FUNDECITRUS,2021c).

Entretanto, apesar de a atual incidéncia do HLB ser a mais alta registradappifojeca
Fundecitrus aponta que ela poderia ser muito maior, chegando a 95% se nenhuma medida de
controletivessesido adotadéFUNDECITRUS, 2021c).

AvaliagOes sobre o efeito da doenca em diferentes regides do mundo com producéo
expressiva de citros, incluindo estado de S&o Paulo, demostraram que pomares adultos
inteiros podem tornase inviaveis economicamente entre sete e dez anos apds o0 aparecimento
da primeira planta sintomatica, se as medidas de controle existentes ndo forem empregadas
(GOTTWALD, 2007).Um estudorealizadapor Luiz (2018)evidenciouquetantoaincidéncia
guantoaseveridadelo HLB sdomaisaltasemarvoresmaisjovens,contribuindoparaarapida
disseminag&dadoenca.

Devido ao fato de ndo haver cura para o HLB, o controle da doenca é realizado através
da prevencao da entrada do patdgeno, plantio de mudas sadias, eliminacédo das plantas doente
e controle do inseto vetor (BASSANEZI et al., 2020). Aléem disso, pomaresaltamente
infestados com a da doenca devem ser eliminados inteiramente, erradieasdplantas com
e sem sintomas (FUNDECITRUS, 2009). A prevencdo é a melhor maneira de impedir a
propagacdodo HLB, sendo essencial,principalmenteem regides livres de organsmos

dispersoresparaevitar suaentradapor meio de severagnedidasde quarentena inUmeras
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inspecBe$ALQUEZAR etal., 2022).0 sucessalo manejodo HLB exigeesforgosndividuais

e cooperativos por parte dos citricultores, instituicbes de pesquisas, agentes governamentais e
sociedade, sendo estas as formas mais bem sucedidas de controlar e prevenir novas infecgoe:
doHLB, atéquenovasmedidagnaisduraveise sustentaveisstejandisponivei{BASSANEZI

etal., 2020).

Pomares que sdo controlados, mesmo seguindo as medidas de prevencéo, podem ser
infectados por inoculos externos, ou seja, de pomares vizinhos infectados, de onde o psilideo
pode migrar e contaminar os pomares sadidsS@ANEZI et al., 2010). Este fato levou a
estudogjuemostramumamaiorincidénciade psilideosnasplantadocalizadasyasbordasdos
pomares, e consequentemente, maior incidéncia de plantas doentes nesses locais, fendémenc
chamado de fef &AN,12016)dNestelcaso, doaeviderfcidda a importancia do
manejo regional através da pulverizacdo nessas areas em que psilideos infectados migram em
divisas de propriedades (efeito de borda), iniciando novo foco da doenca (BASSANEZI et al.,
2010).No entanb, apesadessasecomendacOeserempertinenteparao manejodadoencap
usointensivodeagroquimicopodeserprejudicialparao meioambientecontaminand@ solo
eaaguae causandaesequilibricmoecossisteméRIBAS & MATSUMURA, 2009).Deacordo
com Luiz (2018), nos casos de fnefeito de bt
controle biol6gico, como parasitoides naturais dos psilideos, em pomares vizinhos que ndo
fazem o manejo adequado. O controle de psilideos Tamarixia spp. ou outros agentes
biologicos é eficaz para reduzir populacdesde vetoresem certasregides favoraveis ao
parasitoide e pode ser Gtil em programas de manejo integrado de pragas (MIP) se o nivel de
infestacador baixo. Alémdeserecologicamenteorretaessaestratégiapresenta vantagem
de atingir quintais e areasndao manejadascom hospedeirosalternativos,geralmentendo
submetidos a nenhurmatamento quimicoMIRANDA E AYRES, 2020. No entanto,é
importante observar que, em casos de baixa infestacdo do vetor, a melhor @eatagi
erradicar os psilideos enquanto suas populacdes ainda sé@o baixas e restritas a regides limitada:
(ALQUEZAR et al., 2022).

Apesar de existirem métodos alternativos para o controle do HLB, como o uso de
controle biolégico, bem como a possibilidadede manejo da doencaerradicandoplantas
infectadas e controlando o vetor, esses métodos ndo possibilitam uma cura para a doenca e
implicam em maior custo de producéo e eventual impacto ambiental. Com isso, a procura por
medidas efetivas no controle ao HLB se mostram cada vez mais evidentes, sendo a indugéo ou

obtencaale resisténcigenéticaumadessagstratégias queodeser promisora.A resisténcia
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genética e os mecanismos de defesa vegetal sdo aspectos intimamente relacionados, pois, ¢
partir da ativacdo de determinados mecanismos de defesa a planta pode manifestar maior

resisténcia determinadgatdgeno.

2.6 Rea@@odoshospedeirosa CLas

O uso de variedades tolerantes e resistentes € uma das medidas mais efetivas para o
controle adequado das doencas de plantas (THUROW et al., 2018). Conceitualmente, uma
espécie vegetal pode resistir a uma certa espécie de patdg@do a trés motivos: a espécie
ndo pertence ao circulo de hospedeiros do patégeno, caracterizando a resisténcia de nédo
hospedeiro; a espécie pertence ao circulo, porém é capaz de resistir ao seu ataque em maiol
(resistentepu menor(suscetivelgray caracterizandaresisténciale hospedeiropu pertence
aocirculo,ndoresisteaoataqugsuscetivel)mas,poralgummecanismog ataquendoocasiona
danosexpressivos, caracterizandtolerancia (CAMARGO, 1995).

Em relacdo aos citros, sabe que todas as variedades comerciais de-poxertos e
de copas sdo consideradas suscetiveis ao HLB, portanto ndo € possivel o controle da doenca
pela combinacdo de enxertia de variedades (STUCHI & GIRARDI, 2010). Entresanto,
plantas de Poncirus trifoliata sdo consideradasomo de baixa suscetibilidadea doenca
(FOLIMONOVA et al., 2009) pois, apesar de haver a multiplicacdo de CLas em seus tecidos,
os titulos s@o geralmente menores e 0s danos causados pela doenca sdo menos severos do qt
em Citrus, além de ser menos atrativa ao vetor (RAMADUGU et al., 2016). Autores também
reportaramareducaadaoviposicdcempP. trifoliata. Issoocorreprovavelmenteevidoafatores
gue impedem a oviposi¢cao, reduzem a eclosdo dos ovos ou resultam em baixa sobrevivéncia
dasninfas (HALL et al.,2015).

O |I'imoeiro O0Cr avoO0O -@xeuos utiizades np Brasih, dasgeai s
década de 1960, devido a sua alta tolerancia a seca e a tristeza dos citros, grande vigor no
viveiro, facil obtencédo de sementes, bom pegamento de mudas no plantiogcrépaiitnento,
compatibilidade com todas as variedades copa, tolerancia média ao frio e bom comportamento
em solos arenosos (BASTOS et al., 2014). Além de induzir a copa a uma alta producéo e
maturagdo precoce dos frutos (BASTOS et al., 2014). Porém, é susiteptivel ao HLB
(ALVES et al., 2021).

P.trifoliata €um dosportaenxertosde maiorusonacitriculturamundial,emfuncéode

certaspeculiaridadesnduzidaspor estaespécieas copasnele enxertadastais como menor
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vigor, tolerancia ao frio e resisténcia a gomosePtgtophthora ao virus da tristeza e a
nematoide¢CASTLE etal., 1989).

Em relacdo as cultivares, segundo Girardi et al. (2021), o grupo das laranjas doces € o
maisexpressivanospomaresiecitrosno Brasil, seguidadastangerinasgoslimdese daslimas
acidasDessasassuscetiveisa CLasincluemaslaranjeirasiocesastangerineirag oshibridos
detangerineiras (FOLIMONOV/Atal., 2009; RAMADUGUetal., 2016).

Buscando melhor entendimento da relacdo da bactéria com variedades copa e porta
enxertospesquisas deampo e laboratorio tém sido realizadas.

EmestudacomC. sinensigqL.) e hibridosdeP. trifoliata emcampocomaltaincidéncia
de HLB, Boava et al. (2015) dividiram as plantas em duas areas experimentais (A e B), sendo
gue a area A consistia em laranjeiras doce Pera enxertadas em 56 diferentrsxpaxa de
citrandarins, enquanto a area B constiggade citrandarins como @nxertados no porta
enxerto de limoeiro CravoC( limonia Osb.). A presenca de CLas nas folhas e raizes foi
detectadaia qPCR,sendoqueaincidénciade plantasnfectadasom CLasfoi de92%naarea
A e 14% na area B, evidenciando que trifoliatasus $ébridos podem ser menos suscetiveis
aoHLB do queas laranjeiras doces.

Boavaetal. (2017)avaliaramadeteccaale CLas,0 acimulodeamidoe aformacéaode
caloseemplantasdelaranjeiradocePera(C. sinensid.. Osb.),tangerineiré&Sunki(C. sunk) P.
trifoliata cv Rubidoux e 15 hibridos obtidos de cruzamentos eéntrgunki e P. trifoliata
enxertadas em limoeiro Crav€.(limonia Osb.). Eles observaram que todas as réplicas de
laranjeiras, tangerineiras e trifoliata foram infectadas apdses@snno entanto, as laranjeiras
eastangerineiragpresentaramaiorconcentracdde CLas.O acumulode calosenospeciolos
de laranjeirasPerae de tangerineirasSunki foi, respectivamente, 168 160 vezesmais
abundante nas células do floema de plantas-@bsagivas em comparacdo com as células do
floema de plantas CLasegativo. O mesmo nado aconteceu garaifoliata e alguns de seus
hibridos.

O estudarealizadgpor Oliveiraetal. (2019)avaliouo perfil transcricionadosgenesda
via do acido salicilico (SA) e genes associados a defesa em dois genoétipos contr&stantes (
sinensie P. trifoliata) aposdesafiocomCLase CLam.OsautoresconstatarangueC. sinensis
exibiu maioresalteragbesna expressaados genesavaliados,quando comparadocom P.
trifoliata. A biossintese e acumulacdo do acido salicilico foram prejudicadas, uma vez que foi
observadaimabaixaexpressaoelativadosgenegelacionadosbiossintesdo AS; o quepode

explicar aauséncia dsignificancia novaloresde expressagénicadosgenesdownstreantda
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via do SA, os quais séo relacionados as respostas de defesa da planta. Analises anatbmicas da
folhas revelaram ainda um acumulo de calose nos elementos de tubo crivado (STE) mais
expressivo ent. sinensigjue enP. trifoliata infectados (OLIVEIRA et al.2019). Por serem
variedades contrastantes em relagcdo ao comportamento adCHéiBensise P. trifoliata sdo

modeloscom grandgpotencial deesultado em pesquisesm o tema.

2.7Mecanismosde defesada planta einducédo de resisténcia

Demodogeral,asplantasestdacontinuamentexpostasoataquedepatdégenogporém,
tendo em vista a inexisténcia de respostas imune mediada por anticorpos, como acontece em
animais, elas desenvolveranmecanismogiferenciadosde defesaduranteo processode
evolucaoguequandoacionadognamaioriadas vezepor fungos,viruse bactériaspercebem
0 organismo invasor, traduzindo essa percepcdo em uma resposta aprimorada e de forma
adaptativg WIT, 2007).

A resisténcialaplantaadeterminad@atogengodese definida,sobo aspectaenético
funcional, como sendo a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada ou a atividade de
um patdgeno em seus tecidos (NOJOSA et al., 2005). A resisténcia a patégenos € complexa e
os fatores relacionados com as respostas de defesas ocorrem por um conjunto de mecanismos
ou barreiras préou pésformadas (SHEWRY & LUCAS, 1997). Os pigrmados baeiamse
em barreiras e mecanismos de defesas ja existentes, os quais independem da chegada dc
patégeno ao sitio de infeccao (BONALDO et al., 2005). Entretanto, as plantas possuem outros
mecanismos de defesas, ainda mais eficientes, que aparentementeepemmanativos ou
latentes, s6 sendo acionados ou ativados, expressandpds essas plantas serem expostas a
agentesleinducao, sendos chamados pésrmados (BONALDCet al.,2005).

As defesawvegetaipodemtambéenserclassificadasomoestruturaisquanddaseadas
emcaracteristicagnatémicasg bioquimicasquandaelacionadaa compostobiologicamente
ativos(SHEWRY & LUCAS, 1997). A medidagueosmecanismosledefesastruturais/fisicos
promovem o atraso na penetracdo do patdgeno, os bioguimicos inibem o crescimento, criando
condicbesadversapara odesenvolvimentalos patogeno&$SHEWRY & LUCAS, 1997).

No caso dos citros, uma das principais alteragfes anatdmicas observadas em tecidos
infectados com ClLas é a formacgéo e deposi¢cdo de alta quantidade de calose, fazendo com que
os poros da placa clivada dos elementos de vasos do floema sejam aparentemente bloqueado:s
(MACHADO etal., 2010).
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Como ndo ha comprovacdo de resis@&matural do géner€itrus e afins ao HLB,
abordagenbiotecnoldgicasepresentaralternativas/idveis,comoaincorporacaaegenesie
resisténcia, entre outras, para alcancar esse objetivo (BOVE, 2006; CAMARGO &
BERGAMIN FILHO, 1995). Poroutrolado,tem-seavaliadotambémainducaoderesisténcia,
através do uso de indutores de resisténcia ou elicitores (que consiste em substancia de origem
natural ou sintética) ou através da infestagdo por microrganismos, que estimulam ou ativam
sistemas de de$a da planta (AREVALO et al., 2009). No caso da inducdo de resisténcia
através da infestacdo por microrganismo, esta pode ser utilizada para avaliar a resisténcia de

plantasao HLB, mediantembasamento dgpigenética.

2.8 Epigenéticaeo HLB

O termo epigenética € genericamente utilizado para definir mudancas que ocorrem na
expressao génica sem ocorrer nenhuma alteracdo na sequéncia do cédigo genético (GIBBS,
2007). Portanto, a epigenética esta relacionada com a regulacdo génica a nivel transcricional
(COSTA & PACHECO, 2013), porém, o epigenomapode ser transmitido as células
descendentes, mantendo um padrédo de epigendtipo especifico dentro de linhagees aelular
longo das geracbes (EGGER et al., 2004). Segundo Pray (2004), os padrbes epigenéticos sao
sensiveis a modificagdes ambientais 0os quais podem causar mudancas fenotipicas que poderr
ou ndo setransmitidas aos descendentes.

Algunsmecanismosgpigenéticeincluemametilagcdado DNA, o imprinting, mudancas
na conformacédo da cromatina e o silenciamento mediado por RNA (MOSS & WALLRATH,
2007). Alguns fenbmenos epigenéticos que incluem a metilacéo, a fosforilacdo e a acetilacdo
do DNA e histonascorrelacionanrse com a conformacaoda cromatina, permitindo que
determinadogenes sejamilenciados oexpressos (COST& PACHECO, 2013).

Em plantas, a alteracao epigenética mais frequente € a metilacdo do DNA, que consiste
na adi-«0 e remo-«o0 de grupos metil na ext
convertendeaem5-metilcitosinaVEIGA & QUEIROZ,2015).SegunddEspinasetal. (2016),
estudos revelam que a adaptacédo das plantas a diferentes estresses bidticos € dependente ¢
mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do DNA e modificagcdes nas histonas, as quais
estdantimamenteassociados geconfiguragdo daromatina.

No estudo ralizado por Neves et al. (2017) avalse os parametros fisioldgicos,

molecularese hormonaisda interacdocopa/portaenxertode plantascitricas durantedéficit
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hidrico recorrente.Os autoresanalisaramas respostasla variedadecopa Valéncia (VO)
enxertada em dois poremxertos: Limao Cravo (RL) e Sunki Maravilha (SM), com diferentes
capacidades de extracdo de agua do solo, durante trés periodos sucessivos de déficit hidrico:
plantasexpostas um unicoepisoédiodedeéficit hidrico(WD1) e plantasexpostagdois(WD2)

e trés (WD3) periodosrecorrentesde déficit hidrico. Essesautoresobservaramque as
combinacde¥O/RL e VO/SM apresentararalteracdepolimorficasde marcasepigenéticag

perfis hormonaisque foram particularmenteproeminentesquando plantasVO/SM foram
expostamotratamentwomWD3. O queelessugeremneé quealteracbegpigenéticaemplantas
citricasdesencadeada®rdéficit hidricorecorrentdevamaumamelhortolerancisa secanesta
espécialecultivo.

J& o estudo realizado por Silva et al. (2021) investigou as respostas epigenéticas a
gomose deéPhytophthora citrophthoraem citros. O trabalho objetivou avaliar os efeitos da
interacdo copgortaenxerto na resisténcia de plantas adgd® porP. citrophthorae nos
padrées de metilacdo do DNA em laranja 'Pera’ e lima &cida 'Tahiti' enxertada em lima 'Cravo'
e 'Tropical' Sunki, reinoculadas cdm citrophthora Os resultados mostraram que as plantas
reinoculadaslascombinacdeslelaranpdoce'Péra’/limadCravoe lima acidaTahiti'/ Tropical'

Sunki com variedades mais e menos sensivieiscdarophthorg apresentaram menores lesdes

no caule e maior frequéncia de taxas de metilacao total e hemimetilagcdo, em comparacdo com
as plantas inadadas. Os autores sugerem que em citros, tanto a interacapoctgenxerto

guanto a metilacdo do DNA afetam a resposta a infeccaB.pmtrophthora(SILVA et al.,

2021).

Com relacdo ao HLB, embora as pesquisas envolvendo os citros e essa doenca em
guestdo venham ocorrendo ha anos, mecanismos epigenéticos que podem conferir algum grau
deresisténciadoencanuncaforamexploradosNessesentido alimpezacomantibioticose/ou
termoterapia pode ser um passo importante para obter plantas limpas para uso em estudos
futuros de respostas epigenéticas em plantas reinoculadas. Em havendo memaria biologica
adaptativa da planta a CLas, propiciada pela epigenéticaspaaterar mecanisos de defesa

(pésformados)atéentdoinativosou pouco ativados.

2.9Usode antibidticos e termoterapia na eliminacdode CLas em citros

Na busca por medidas efetivas no combate ao HLB estudos vém sendo realizados,

tambémcom o uso dantibidticos dermoterapia.
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Porém, apesar das eficacias comprovadas de antibigticos em laboratério no combate ao
HLB, existem estudos cowltversos que mostram resultados negativos em relagédo ao uso de
antibiotico em pomares infectados com essa doenca. Tentativas de controle do HLB com a
injecdo do antibidtico tetraciclina ja foram realizadas no passado por Bové (2006), mas sem
resultados promsores, pois além do risco ambiental, uma vez interrompido o tratamento com
antibioticoos sintomas reapareceram.

EntretantogdevidoaograndampactodoHLB nospomaresamericanosyoanode2016,
oscitricultoresdaFloridaaEUA receberanautorizacdgarausodosantibioticosoxitetraciclina
e estreptomicinaem plantas de citros com HLB, mas sem resultados conclusivos
(FUNDECITRUS, 2019a). Mais recentemente a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Uni dos, emitiu uma em@V a c iicanrolegpda aiBs atravdseda e m
aplicacéo do antibiotico oxitetraciclina nos pomares de citros nos estados daEldhida
CaliforniaEUA, maioresprodutoreglessas frutasaquelepais(AGROLINK, 2020).

Contudo, h&d uma preocupacéao publica contra o uso de antibiéticos em plantas, pois as
aplicacdesleantibiéticosemambienteabertoe emgrandegxtensdedeterrapodemaumentar
o surgimento de doencas causadas por bactérias, uma vez que populacdespoeedh ae
tornar resistentes ao antibitico e podem potenciar efeitos na saide humana (ZHANG et al.,
2014). Portanto, o uso de antibidticos € limitado para tentar curar arvores no campo, mas para
0 propadsito de limpar uma parte da planta, como um enxenmstaca, por exemplo, pode ser
viavel. Com isso, 0 uso de antibiéticos vem sendo testados em pesquisas, as quaisetilizam
deambiente controlado.

Killiny et al. (2019) rastrearam o movimento da penicilina em plantas de lima acida
Galego Citrus aurantfolia) usando penicilina marcada com fluorescénciag€hicilina). A
penicilina FL foi aplicada por puncdo no caule de plantulas citricas jovens e tracada por
microscopiadefluorescéncia. ApoaaplicacdopsautoresietectaranirL-penicilinanasfolhas
e nos tecidos do xilema e floema do caule acima e abaixo do local de aplicacéo, indicando que
é facilmente absorvida e transportada através do sistema vascular da planta. Além disso, eles
detectaram Fpenicilina no intestino d®. citri, que se alimentaramas plantas tratadas,
sugerinddranslocacéo destaolécula para tecido vascular.

Zhangetal. (2014)testaranafitotoxicidadee a eficaciacontraCLasde 31 antibioticos.
Elesembeberanmasestacagmsolu¢desantibioticagtotal de45 ramospor antibiéticoemcada
concentracdo) durante a noite em uma sala sob ventilacdo e luz fluorescente continua. Os

autorebservarangueosantibidticosactidiona(25mg/L) (ACT) e oxitetraciclina(100mg/L)
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(OXI) foram os mais fitotdxicos para os citros, com menos de 10% dos enxertos sobrevivendo
e crescendo.Além disso, osresultadosdas andlisesde componentesprincipais e de
agrupamentohierarquico indicaram trés agrupamentogara os 29 antibioticos restares
(excluindo ACT e OXI): altamente eficazes, parcialmente eficazes e ndo eficazes contra o
HLB. Apesar de diferentes modos de acdo, uma série de antibiéticos, como ampicilina (100
mg/L), carbenicilina (100 mg/L), penicilina (100 mg/L), cefalexina (10@Lngifampicina

(50 mg/L) e sulfadimetoxina (100 mg/L) foram todos altamente eficazes na eliminacdo ou
supressadeCa. Liberibacterasiaticustantopelamenortaxadeinfeccéo poiCLas com@ela

alta taxa de sobrevivéncia dos enxertos, chegando a 100% e mais de 50%. Dentre outros
antibioticos, a penicilina também foi avaliada em mais duas concentraces diferentes: de 10
mg/L e 1.000 mg/L. Também n&o foi identificado efeito fitotoxico por essaentracoes,
sendaambémaltamente eficazesontrao HLB, apresentandealoresde Ct superiores 38.

Hu & Wang(2016)avaliarama dinamicaespacetemporaldaoxitetraciclinain plantae
sua efic8cia contra o HLB, via inje-«0 no
Cada arvore recebeu o equivalente a 2 g do ingrediente ativo cloridrato de oxitetraciclina
(OTC), dissolvido em 600 mL de a&gua destilada. O controle negativo fisadrvores que
receberam 600 mL de agua por injecdo no tronco. A distribuicdo uniforme de OTC ao longo
das copas das arvores e sistema radicular foi alcancada 2 dias ap0s a injecédo. Altos niveis de
OTC (>850 ug/kg) foram mantidos na folha e raiz por peémos 1 més e OTC moderado
(>500 pg/kg) persistiu por mais de 9 meses. A reducdo das populacdes de CLas no sistema
radiculare nasfolhasdasarvoregratadaszomOTCfoi superiora95%e 99% (ou seja,reducao
logaritmica de 1,76 e 2,19) entre 2 e 28 dias ap06s a injecdo. Além disso, as condi¢des das
arvores que receberam tratamento OTC foram melhoradas, a producao de frutos aumentou e a
acidezdo suco foi menodo queo controle injetado coragua.

Estudo similarao citado anteriormente foi realizado por Hu et al. (2018), em que
avaliaram o efeito de trés antibidticos (nas concentragdes de 6,25 mg/mL ou 12,5 mg/mL, 200
mL por arvore) no controle do HLB em arvores de laranja Ha@linus sinensid.. Osbeck)
de 5anos de idade e laranja Midsweet de 11 a@osi(iensid.. Osbeck). A inje¢cdo no tronco
de penicilina, estreptomicina e oxitetraciclina resultou em excelente controle do HLB por 12
meses. Todos os trés antibiéticos aumentaram significativamente o reteddadrutos, mas
osmais eficazes nsupressao d€Las foram a penicilinaoxitetraciclina.

Em experimentos desenvolvidos por Zhang et al. (2011), estacas de tor&ijaisa (

maximg infectadascom CLas foram embebidasem uma combinacdode antibioticos de
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penicilina (100 mg/l) e estreptomicina (10 mg/L) por 4 horas, depois plantadas em 100%
vermiculita para regeneragdo. Os resultados demostraram que a combinag&o de penicilina e
estreptomicina foi eficaz na eliminacdo oureggéo de CLas e forneceu um nivel de controle
eficaz por um periodo de tempo muito maior do que quando foram administrados
separadament8essentdiasaposo tratament@asestacainfectadacomClLase tratadasom

a solucdo de antibidticos mostraram umducdo acentuada de CLas, e em 90 dias testaram
negativoparaCLas,o qualapresentarartitulo bacterianastimadale<500células/gdetecido

vegetal.

Os mesmos autores em experimentosem 2012 usando penicilina (1 g/L) e
estreptomicing0,1g/L), usaramgalhosde 10 a 12 cm de comprimentade pomeleiro(Citrus x
paradisi e limédo Citrus x limon). Os ramos foram embebidos individualmente nas solucdes
acimadurantea noiteemum exaustorsobventilacace iluminacao,e cortadosemestacasle 3
a 4 cm e depois enxertadas em perigertos de citrumelo 'Swingle’, laranja azeda e toranja
0 D u c Aastarasde sobrevivéncialosenxertosvariaramde 54,5%parapomeloa 63,0%para
lim&o. Trifoliata, teve a maior taxa de sobrevivéncia (> 70,0%) em cagdmacom toranja
(52,6%) e laranja azeda (50,4%). Usando este método, os autores confirmaram que a mistura
de penicilina e estreptomicina foi o tratamento mais eficaz na eliminacdo de CLas, seis meses
aposaplicacédo dos antibiéticZHANG et al., 2012).

Yang et al. (2016) trataram mudas de citros com antibiéticos sulfonamidase
termoterapigaraestudaio microbiomabacterianale citrosafetadogporHLB. Elesutilizaram
combinacgOesdecalorde45°Cou40°C,emcamaraslecresciment@or 1 semandtermoterapia
por12h/dia)etratamentaomsulfonamidasddica(2 L 500mg/L, usand@plicacaaleenxague
de raiz duas vezes durante um més) em mudas de taCamj@xima inoculadas com CLas,
de aproximadamente3 anos de idade. Os resultadosmostraramque a combinacaode
termoterapia a 45°C e quimioterapia com o antibiotico foi mais eficaz contra o HLB do que
termoterapia isolada, quimioterapia isolada ou uma combinacdo de termoterapia a 40°C e
gquimioterapia.

A termoterapia sozinha também p@de uma estratégia eficaz contra o HLB, podendo
aumentar o vigor das plantas de citros e promover o crescimento de novas raizes (HOFFMAN
et al., 2013). Ela pode ser feita pela imersdo do material vegetal em agua quente, exposi¢do ao
ar seco e quente,aaypor doé8gua, " r ad roadas @baseketno faty i ol e
de que os microrganismos parasitas (fungos e bactérias) sdo mortos, ou virus e viroides

inativados,em regimesde temperaturae de tempoque causempoucainjiria ao hospedeiro
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(BAKER, 1962). Entretanto, o problema é identificar a temperatura e o tempo ideal para
favoreceitantoasobrevivéncialo hospedeir@quantoamorteou inativagdado patogenqREIS
etal., 2009).

Hoffman et al. (2013) demostram que os citros afetados pelo HLB podem se recuperar
e ostitulosde CLaspodemser suprimido®u eliminados por termoterap&40 °C. Mudasde
C. reticulata C. paradisj e C. limon,de 12 meses de idade, infectadas com Claaam
expostasatratamentdérmicocontinuode40°Ce 42 °C (fotoperiodade 16 horas)por periodos
detempoquevariaram de? dias a4 meses.A exposicao térmicaontinua a0 e 42°C porum
minimo de 48 h foi suficiente para reduzir significativamente o titulo ou eliminar CLas das
mudas de citros afetadas por HLB, combinado com um crescimento saudavel e vigoroso de
todas as plantas sobreviventes. O tratamento térmico a 40°C pareceu fdguecdremeficio
em termos de reducdo do titulo bacteriano; apenas 3 de 24 (12,5%) brotos tratados com
termoterapia eram positivos para CLas apds 12 meses, enquanto 11 de 21 (52%) brotos néo
tratados eram positivos para CLas. Além disso, 180 dias apoésmerdad térmico, todas as
mudas tratadas testaram negativas para CLas, enquanto as plantas de controle infectadas sen
termoterapia continuarapositivas par&Las.

Em estudo realizado por Yang et al. (2016), plantas de tor&hjasakima infectadas
com Clas foram tratadas com termoterapia em trés temperaturas (45 °C, 40 °C e temperatura
ambientade25°C) por 1 semana&mcameradecrescimentdfotoperiodade 12 horas) Ao final
do experimentop titulo bacteriandoi menoremtodasasamostragratadasa 45 °C doqueem
amostradratadas &0 ° C ou temperatura ambiente.

Fan et al. (2016), utilizando fitotron nas temperaturas de 45 e 48 °C e Nwugo et al.
(2016)utilizandoconvironnatemperaturale 40 °C, tambémobtiveramresultadogpromissores
nareducaade CLas.Enquantm primeiroestudademonstroueducaadabactériacomaumento
de temperatura,0 segundoconstatoureducdoda bactériacom o aumentodo tempo de
tratamentdérmico.

Thapeetal. (2021)tambémempregaranatermoterapigaratratarcitrosinfectadosom
CLas. Os autores utilizaram ramo de laranjeira Valéncia, coletados de arvores de campo
afetadaspor HLB. Os ramos foram tratadosem uma camarade vapor em diferentes
combinagdes de temgemperatura (50°C p@&0 s; 55°C por 0, 30, 60, 90 e 120 s; 60° C por
30 s; e um controle ndo tratado). Os autores afirmaram que 12 meses ap0s a enxertia, uma
frequéncia muito baixa de enxertos tratados a 55°C por 1,30 min e 55°C por 120 s tinha DNA

de CLas detectavelNos poums individuos com CLas, os titulos foram significativamente
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menoresPO 0, 0001) e podem ter sido resqu2cios
uma diminuic&o significatva@O 0, 0001) na express«o de ClLa
55°C por 120 s e 60°C por 30 s (alteracédo de 3,4 vezes, alteracao de 3,4 vezes, e alteracao de
2,3vezesrespectivament@mamostrad diasaposo tratamentoEm relacdca sobrevivéncia,
inicialmente cada um dos tratamentos tinha 39 enxertos vivos, ao final do tratamento térmico
cadatratamentaontinhaasseguintegjuantidadesleenxertosvivos: tratamentaontrole= 26;
50°Cpor60s=25;55°Cpor0s=32,55°Cpor30s=17,55°Cpor60s=11,55°Cpor 90s
=9e55°Cpor120s=11;60°C por30s=1. Portantodeacordocomessesesultadosguanto

maior a temperatura e tempo de tratamento, menor a sobrevivéncia das plantas e maior a
eficiénciadalimpezadabactériarespectivamente.

Apesardaescassedetrabalhogjueempregueno tratamentdaérmicocombanhemaria
na limpeza de CLas ou outras doencas em citros, essa técnica € bastante utilizada em outras
culturas como por exemplo em canade-acucar e videira, os quais revelam resultados
promissores na limpeza do patdégeno al2s.equipamentos de banmoaria permitema
termorregulacdo de uma amostra por meio do controle da temperatura de um fluido térmico, o
qual é colocado dentro de uma cuba do banho e que ira transferir a temperatura ajustada no
banhopara aamostramersa(SP LABOR, 2019).

Chaddad2013) realizoutratamentaérmico com banhemaria, natemperaturale 50
°C, para a limpeza da bactétieifsonia xyliem toletes de cana de acucar. Além do tratamento
controle foramutilizadosostemposde 1, 2 e 3 horasdetratamentdérmico,sendoqueo maior
tempodemonstrou resultados promissoresetucao ddactéria.

Gramajeetal. (2009)tambémutilizaramo banhemariaparao tratamentdérmico.Eles
investigaranaeficiénciadatécnicanalimpezado fungoPhaeomoniellaleophilumemestacas
devideira,nas temperaturae 50,51,52,53 € 54 °C enostemposde 30,45 e 60 minutos.De
acordo com os autores, a brotacao foi menor nos tratamentos com temperatura mais elevadas,

aopasso que limpezido patégeno foi melhor.

23



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacdodasplantas fornecedorasde propagulos

As mudas de citros fornecedoras de propagulos foram produzidas e inoculadas com
ClLas na Estacao Experimental de Citricultura de BebeddsPo(EECB), em parceria com o
Fundo de Defesa da t@cultura (FUNDECITRUS).Dois anos apds a semeadura, foram
transferidagparao Instituto Biologicode Sdo Paulo (IBSP).

As plantas fornecedoras de propagulos utilizadas nos experimentos foram de laranjeira
Valéncia Citrus xsinensig(L.) Osbeck] ePoncirus trifoliata(L.) Raf. cv. Rubidoux em pé
francoou emdiferentescombinacdesopa/portaenxertosinoculadagl) oundo(NI) comCLas
(Figura 1). Estas plantas foram escolhidas de@dsinensisser mais suscetivel (AS, alta
suscetibilidadeoHLB) eP. trifoliata sermenossuscetive(BS, baixasuscetibilidadeoHLB)

(RAMADUGU etal., 2016),fator potencialmentémportanteparaa eficiénciadalimpezacom

osantibibticos édermoterapia.

Figural - Plantafornecedorasglepropagulosie Poncirustrifoliata (BS, baixasuscetibilidade)
elaranjeiravaléncia(AS, altasuscetibilidade)infectadasu ndocom Candidatud.iberibacter
asiaticus (CLas), utilizados nos experimentas:P. trifoliata infectada com CLasB: P.
trifoliata ndo infectada com CLa€§: laranjeira Valéncia infectada com CL&; laranjeira
Valéncia do infectada com CLas. Nota: como escala de medida foi utilizado uma régua de 50
cmdecomprimento entodas asmagensSaoPauloi SP,2022. FonteDados dgesquisa.
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