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Avaliacdo da resisténcia de variedades de laranja doce (Citrus sinensis) a

Xanthomonas citri subsp. citri

RESUMO

O cancro citrico, causada por Xanthomonas citri subsp. citri, é responsavel por perdas
econdmicas significativas, uma vez que esta presente em todas as regides de cultivo e atinge a
maioria das variedades comerciais de laranja doce (C. sinensis L. Osbeck). Sendo assim, a
utilizacdo de variedades resistentes ao cancro citrico consiste em uma alternativa viavel e
econdmica para 0 manejo e controle do patdégeno. Diante do exposto, 0s objetivos deste estudo
foram: comparar a resisténcia de 14 gend6tipos de citros ao cancro citrico, em condicGes de casa
de vegetacdo; verificar as respostas bioquimicas de resisténcia dos gendtipos a X. citri subsp.
citri ao longo do tempo, através de analises enzimaticas de peroxidase, catalase e superoxido
dismutase; detectar diferengas morfoldgicas entre as variedades de laranja doce (C sinensis L.)
e; observar o desenvolvimento das lesfes ao longo do tempo através da Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV). Os 14 gen6tipos utilizados foram Hamlin, Vermelha, Péra EEL, Péra
IAC, Péra Bianchi/CC, Péra Ipigud, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale Siracusa, Péra Ovale, Péra
IAC 2000/2, Péra M5, Péra Arapongas, Péra 58 e Péra 59. Estas variedades foram avaliadas em
condicdo de casa de vegetacdo, através da inoculagcdo com X. citri subsp. citri, estirpe Xcc 306.
Apbs as inoculacdes, foram realizadas as medicdes dos diametros das lesdes, e analises
bioquimicas e de MEV. Foram observadas diferencas significativas na resisténcia a X. citri
subsp. citri entre as variedades estudadas, de forma que as variedades Péra IAC, Péra IAC
2000/2 e Péra EEL apresentaram os menores diametros médios de lesdo. A variedade Péra IAC
se destacou nos experimentos enzimaticos, uma vez que apresentou elevacdo dos teores de
peroxidase, catalase e superoxido dismutase simultaneamente. Ao analisar as imagens de MEV,
observou-se que a variedade Péra Bianchi/CC apresentou os menores valores de densidade
estomaética, tamanho de estdmatos e area total de abertura estomaética.

Palavras-chave: Laranja Péra. Resisténcia varietal. Cancro citrico.
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Resistance evaluation of sweet orange (Citrus sinensis) varieties to

Xanthomonas citri subsp. citri

ABSTRACT
Citrus canker disease, caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri, is responsible
for significant economic losses, since it is present in all regions of commercial production of
sweet orange (C. sinensis L. Osbeck). Therefore, the use of varieties resistant to citrus canker
is a viable and economical alternative for management and pathogen control. Given the above,
the objectives of this study were: to compare the resistance to citrus canker of 14 genotypes of
citrus; to verify the biochemical resistance responses of citrus genotypes to X. citri subsp. citri
over time, through enzymatic analyzes of peroxidase, catalase, and superoxide dismutase; to
detect morphological differences between the varieties of sweet orange (C. sinensis L.) and
observe the development of lesions over time through Scanning Electron Microscopy (SEM).
The 14 genotypes utilized were Hamlin, Vermelha, Pera EEL, Pera IAC, Pera Bianchi/CC, Pera
Ipigud, Pera IAC 2000/1, Pera Ovale Siracusa, Pera Ovale, Pera IAC 2000/2, Pera M5, Pera
Arapongas, Pera 58 and Pera 59. These varieties were evaluated under greenhouse conditions,
through inoculation with X. citri subsp. citri, strain Xcc 306. After the inoculations,
measurements of the lesion diameters, biochemical and SEM analyzes were performed.
Significant differences in resistance to X. citri subsp. citri between were observed, Pera IAC,
Pera IAC 2000/2 and Pera EEL presented the smallest mean diameters of lesion. Pera IAC
variety stood out in the enzymatic experiments, since presented elevation of the levels of
peroxidase, catalase and superoxide dismutase simultaneously. Analyzing SEM images, it was
observed that the variety Péra Bianchi / CC presented the lowest values of stomatal density,

stomatal size and total stomatal opening area.

Keywords: Pera Orange. Resistance. Citrus canker.
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Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a inoculagdo). A.

xiii



Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo inoculada com
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inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estbmatos da variedade Péra IAC 2000/2,
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INTRODUCAO GERAL

Os citros abrangem um grande grupo de plantas do género Citrus e outros géneros
afins, como Fortunella e Poncirus. As espécies mais cultivadas sao as cidras (Citrus medica
L.), pomelos [C. maxima (Burm.) Merr.], tangerinas (C. reticulata Blanco), laranjas doces [C.
sinensis (L.) Osbeck], laranjas azedas (C. aurantium L.), toranjas (C. paradisi Macf.), limdes
[C. limon (L.) Brum f.] e limas [C. aurantiifolia (Christm.) Singre] (HAZARIKA et al., 2014;
HYNNIEWTA et al., 2014).

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de laranjas e de suco concentrado
congelado. Com aproximadamente 19 milhdes de toneladas de laranjas produzidas e de 1,1
milhdo de tonelada de suco concentrado congelado exportado, a cadeia produtiva dos citros
apresenta-se como importante atividade na economia do pais (USDA, 2017).

Embora a citricultura gere divisas considerdveis para o Brasil, esta atividade vem
sendo prejudicada por varios fatores, entre eles a incidéncia de doengas, como 0 cancro citrico,
causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri. Esta doenca esta presente em todas as
regibes de cultivo e atinge a maioria das variedades comerciais de laranja doce, sendo
responsavel por perdas econémicas significativas (GONCALVES-ZULIANI, 2016).

Os sintomas da doenga sdo observados em toda a parte aérea da planta. As les6es nas
folhas apresentam-se na forma de les6es profundas, em ambas as faces, geralmente circundadas
por um halo amarelo. Nos frutos, as lesGes sdo similares as das folhas e, em situacGes com
ataques severos do patdgeno, os frutos podem cair antes de atingir a maturidade, ou caso se
mantenham na planta até a maturacdo, a sua comercializacdo in natura e o0 seu processamento
industrial sdo prejudicados. Nos ramos, 0s sintomas sdo visualizados quando a doenca se
encontra em estadio avancado (LARANJEIRA et al., 2005).

A identificacdo e utilizacdo de resisténcia genética dos hospedeiros pode ser
considerada a estratégia mais eficaz e econdmica para o controle de doencas, porém, ainda ndo
foram identificadas variedades com niveis elevados de resisténcia ao cancro citrico. A
suscetibilidade das espécies de citros a X. citri subsp. citri € amplamente variavel e estudos
sugerem a existéncia de diferentes niveis de suscetibilidade a doenga (BRUNINGS; GABRIEL,
2003; PITINO; ARMSTRONG; DUAN, 2015). As toranjas sdo consideradas altamente
suscetiveis, enquanto as tangerinas sdo consideradas moderadamente resistentes. Outras
espécies, como laranjas doce e laranjas azedas apresentam um nivel de suscetibilidade

moderado (GOTTWALD; GRAHAM; SHUBERT, 2002).
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No Brasil, o cultivo de laranja doce (C. sinensis) corresponde a aproximadamente 93%
de toda a area plantada de citros (FAO, 2015) e no estado do Parana é predominante o cultivo
de laranja doce das variedades Péra, Folha Murcha, Valéncia e IAPAR 73. Destas variedades,
as laranjas “Péra” sdo as que recebem maior destaque, uma vez que apresentam maior aceitacdo
no mercado de frutas in natura e suco concentrado congelado (GONCALVES-ZULIANI et al.,
2011; 2016).

Apesar do amplo cultivo desta espécie no pais, poucos estudos relacionados a
resisténcia ao cancro citrico foram realizados. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram:
1) Comparar a resisténcia de gendtipos de laranja doce (C. sinensis L.), variedade Péra, em
condicBes de casa de vegetacdo; 2) Analisar a resisténcia das variedades de citros a X. citri
subsp. citri por meio de provas bioquimicas; 3) Detectar diferencas morfoldgicas nas folhas de
diferentes variedades de citros e monitorar o desenvolvimento celular de lesdes ao longo do

tempo, por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).



REVISAO DE LITERATURA

1.  Origem e distribuigdo dos citros

As espécies de citros estdo entre as plantas frutiferas de maior importancia mundial da
atualidade (USDA, 2017). Acredita-se que 0s citros e 0s grupos proximamente relacionados,
apresentam como centro de origem as regides sul e sudeste da Asia, particularmente a area que
se estende do norte da India, passando pelo Arquipélago Malaio, China e Japdo, chegando até
a Australia (SCORA, 1975; MALIK et al., 2013; RAMADUGU et al., 2013).

Pertencente a familia Rutaceae e subfamilia Aurantioideae, o género Citrus é
composto de aproximadamente 1600 espécies, distribuidas principalmente nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas de todo 0 mundo. Apesar de serem amplamente cultivados,
os estudos taxondmicos e filogenéticos em Citrus acabam sendo dificultados devido a biologia
complexa das espécies do género e de grupos relacionados, uma vez que apresentam ampla
dispersdo, frequentes mutacGes somaticas, producdo assexual de sementes e alta
compatibilidade entre as espécies citricas e grupos proximamente relacionados
(GIACOMETTI, 1991; NICOLOSI et al., 2000; PANG; HU; DENG, 2006; AL-MOUEI,
CHOUMANE, 2014; CURK et al., 2014).

Inicialmente, na década de 70, os sistemas taxondmicos mais reconhecidos eram os de
Swingle e Reece (1967) e Tanaka (1977), os quais baseavam-se em morfologia e dados
geogréficos. J& nesta época, haviam discordancias em relacdo ao nimero de espécies no género
Citrus. Swingle e Reece (1967) descreveram 16 espécies, enquanto Tanaka (1977) apresentou
a existéncia de 162 espécies.

Posteriormente, através de estudos morfoldgicos e caracteristicas bioquimicas, outros
pesquisadores descreveram a existéncia de apenas trés espécies verdadeiras dentro do subgrupo
Citrus: as cidras (C. medica L.), tangerinas (C. reticulata Blanco) e pomelos (C. maxima L.
Osbeck) (SCORA, 1975; BARRET; RHODES, 1976). A espécie C. halimii foi adicionada em
seguida como uma quarta espécie basica (PANG; HU; DENG, 2006). Outros genotipos
amplamente cultivados na atualidade, como as laranjas doce (C. sinensis), toranjas (C.
paradisi), limdes (C. limon) e limas (C. aurantiifolia), originaram-se a partir dessas trés
espécies, das espécies do subgénero Papeda ou de outros géneros relacionados, como
Fortunella e Poncirus. (FEDERICI et al., 1998; BARKLEY et al., 2006, MALIK et al., 2013)



Com o avanco da utilizacdo das técnicas moleculares nos estudos de filogenia, esta
ultima hipdtese vem sendo comprovada (GULSEN, ROOSE 2001; ARAUJO et al., 2003).
Apesar de algumas incertezas permanecerem, pesquisas ajudam a comprovar a origem hibrida
de muitas espécies, como de laranjas doces, toranjas e limdes. (NICOLOSI et al., 2000; PANG;
HU; DENG, 2006).

Existem ainda, outros genotipos considerados selvagens ou landraces pouco alteradas,
como Citrus maxima (Burm.) Merr., C. reticulata Blanco, C. halimii B. C. Stone, C. cavaleriei
H. Lev. ex Cavalerie e C. hystrix DC, que juntamente com C. medica L. e algumas espécies ja
extintas, possivelmente originaram a grande diversidade de cultivares de Citrus atualmente
conhecidas (HAZARIKA et al., 2014).

De acordo com antigos manuscritos chineses, 0s primeiros relatos sobre o cultivo de
citros datam de aproximadamente 2200 a.C., onde as frutas citricas, particularmente tangerinas
e pomelos eram utilizadas como formas de homenagens, acessiveis apenas para a alta corte
imperial chinesa. J& na Europa, um pouco mais tarde, em 350 a.C. registros de Teofrasto
apontam o0s primeiros cultivos de cidras (WEBBER. 1967; LIU; HEYLING;
TANUMIHARDJO, 2012; MILIND, DEV, 2012).

Por varios anos, as cidras eram as Unicas frutas citricas conhecidas. No entanto, a
dispersdo de outras espécies citricas foi bastante influenciada pelo Império Romano, tanto que,
por volta do século 11, a laranja azeda e os limdes foram levados para a Europa, pelos Romanos,
como moeda de troca. Apos este periodo, acredita-se que as casas de vegetacdo de cultivo de
citros acabaram sendo destruidas, gerando um gargalo historico, sem registros a respeito da
cultura (UZUN, YESILOGLU, 2012).

Através das rotas de trocas genovesas, 0s citros foram reintroduzidos na regido por
volta de 1400 a 1500 d.C. (WEBBER et al., 1967). A partir dessa época, as espécies citricas
passaram a ser difundidas para todo o mundo através das jornadas de colonizacdo realizadas
por portugueses, franceses e espanhdis (MABBERLEY, 2004; LIU; HEYLING;
TANUMIHARDJO, 2012).

As primeiras ocorréncias de citros nas Américas aconteceram por volta dos séculos
XV e XVI. Sendo que na América do Norte, existem registros de pomares na Florida e
Califérnia, no periodo entre 1655 e 1770, enquanto na América do Sul, mais especificamente,
no Brasil, a introducdo dos citros ocorreu ap6s 1800 e apenas em 1950, comecgou a Se mencionar
a producdo de citros de forma comercial (LIU; HEYLING; TANUMIHARDJO. 2012)



2.  ACITRICULTURA

2.1. Citricultura mundial

Com uma histdria de cultivo antiga, as espécies citricas detém papel de destaque na
economia mundial (LI et al., 2010). Com aroma distinto e sabor agradavel, os citros tém sido
reconhecidos como um alimento importante na dieta dos seres humanos. Além de possuirem
alto valor nutricional, apresentando carboidratos, fibras e vitaminas, estas espécies também
conquistaram as industrias farmacéuticas, de cosméticos e de madeira (MABBERLEY, 2004
LIU; HEYLING; TANUMIHARDJO, 2012).

Dentre as espécies do género Citrus mais cultivadas, podemos citar as cidras (C.
medica L.), pomelos [C. maxima (Burm.) Merr.], tangerinas (C. reticulata Blanco), laranjas
doces [C. sinensis (L.) Osbeck], laranjas azedas (C. aurantium L.), toranjas (C. paradisi Macf.),
lim@es [C. limon (L.) Brum f.] e limas [C. aurantiifolia (Christm.) Swingle] (MALIK et al.,
2013; XU et al., 2013; HAZARIKA et al., 2014; HYNNIEWTA et al., 2014).

Cultivados principalmente nas regides tropicais e subtropicais do mundo todo, 0s
citros estdo presentes em mais de 140 paises, sendo que as areas produtivas se concentram nas
regides entre as latitudes 35°N e 35°S, e ultrapassam os 9 milhdes de hectares (LIU; HEYLING;
TANUMIHARDJO, 2012; FAO, 2015).

A producdo anual de citros (laranjas, tangerinas, cidras, pomelos, toranjas, limas e
limdes) tem aumentando ao longo das décadas, passando de aproximadamente 15 milhGes de
toneladas em 1960, para cerca de 140 milhGes de toneladas em 2014, sendo que 0s maiores
produtores mundiais de citros sdo a China, Brasil, India, Estados Unidos e México (FAO, 2015;
USDA 2017).

Considerando apenas a producdo de laranjas em 2016/2017, a producdo mundial
atingiu aproximadamente 50 milhGes de toneladas e o Brasil é considerado o maior produtor,
com cerca de 19 milhdes de toneladas, seguido da China, Unido Europeia, Estados Unidos e
México. Esses mesmos paises sdo também os maiores produtores de suco de laranja
concentrado, cuja producdo mundial, no mesmo periodo, totalizou aproximadamente 1,9
milhdes de toneladas a 65°Brix (USDA, 2017).

Ao analisar a producdo de tangerinas e toranjas, a China encontra-se como maior
produtor mundial, com uma producdo de 19,3 milhdes de toneladas e 4 milhdes de toneladas,

respectivamente, contribuindo com mais de 50% da produgdo mundial destas espécies. E ao



considerar a produgdo de limdes e limas, tem-se 0 México como maior produtor, o qual
contribui com 2,4 milhdes de toneladas (USDA, 2017).

Por outro lado, os maiores importadores de frutas citricas in natura sdo os Estados
Unidos, a Unido Europeia, a Russia, Canada e China. O suco de laranja concentrado, contudo,
apresenta a Unido Europeia, Estados Unidos, Canadd, Japdo e Russia como maiores
importadores, os quais consomem mais de 60% de toda producdo mundial (USDA, 2017).

2.2. A citricultura brasileira

A citricultura brasileira teve inicio no periodo colonial, com a chegada dos
portugueses, por volta de 1540. Transportadas com o objetivo de proteger 0s navegantes contra
0 escorbuto, a laranja doce, fonte importante de vitamina C, acabou sendo introduzida
primeiramente no estado de S&o Paulo e na Bahia (SALIBE, 1974). Devido as condigdes
climaticas da regido, as espécies citricas apresentaram adaptacdo climatica satisfatoria, e
passaram ter lugar de destaque na alimentacdo da populagcdo (COUTO et al., 2010).

Apesar dessa ampla adaptacdo climatica, a citricultura brasileira comegou a ser
implantada, de fato, a partir de 1920, quando surgiu o primeiro nucleo citricola, no Rio de
Janeiro. Nesta mesma época, iniciaram-se as exportagdes de frutos para a Argentina, Inglaterra
e outros paises europeus. Ja na década de 1930, a citricultura chegou ao interior de Sdo Paulo,
na regido do Vale do Paraiba, e com a cafeicultura em baixa, ganhou espaco como uma nova
opcao de cultivo (NEVES et al., 2011).

Em 1939, a citricultura brasileira atingiu seu auge, quando as exportacdes de laranja
atingiram um recorde de 197 mil toneladas. Porém, com a disseminacdo da doenca denominada
Tristeza dos citros (Citrus tristeza virus) e da eclosdo da Il Guerra Mundial, neste mesmo
periodo, as exportagdes cairam 77% e sé voltaram a aumentar com o término da guerra e o
restabelecimento do mercado Europeu (HASSE, 1987).

Nesta época, a Tristeza dos citros passou a ser controlada através da utilizacdo do
porta-enxerto Lim&o Cravo (C. limonia), e em 1948 os pomares comegaram a se recuperar.
Porém, mais tarde, na década de 50, surgiu no Sudoeste do Estado de Sao Paulo, outra doenga,
denominada Cancro citrico, doenga quarentenaria, causada pela bactéria Xanthomonas citri

subsp. citri, que atinge praticamente todas as espécies de citros (RODRIGUES et al., 1991).



Apesar do surgimento de varias doengas, os citricultores passaram a conviver e se
adaptar as mais diversas situacfes, e com o passar dos anos, a citricultura brasileira voltou a
expandir e a producdo de citros nacional comecou a ter melhor atuacdo no mercado
internacional. Alguns fatores contribuiram para que o Brasil se tornasse um dos maiores
produtores e exportadores de citros. Como por exemplo, no ano de 1962, uma geada atingiu 0s
pomares de laranja da Flérida - Estados Unidos, dizimando grande parte da area produtiva.
Consequentemente, no ano seguinte, o Brasil iniciou a exportacdo de suco de laranja
concentrado congelado (RODRIGUES et al., 1991).

O Brasil se consagrou o maior produtor mundial de citros e de suco concentrado de
laranja na década de 80. Com mais de 1 milh&o de hectares em érea plantada, a producéo anual
é de aproximadamente 20 milhdes de toneladas de citros. Atualmente, este setor gera, por ano,
mais de 400 mil empregos diretos e indiretos e movimenta mais de 10 bilhGes de reais, dos
quais um bilh&o de dolares corresponde somente as exportacdes (FAO, 2015; USDA, 2017).

As principais espécies produzidas no Brasil sdo as laranjas doces, tangerinas e limdes.
Dentre as laranjas doce, com 37,8%, a mais plantada no pais é a Laranja Péra, seguida de Natal
e Valéncia (DONADIO et al., 2005). Em relacdo a producdo de laranjas, em 2017, o Brasil
contribuiu com 19,2 milhdes de toneladas, o que corresponde a 38% da producdo mundial. Com
este montante, o pais é considerado o maior produtor de laranjas do mundo (USDA, 2017).

Além disso, analisando os dados de producdo e exportacdo de suco concentrado
congelado de laranja, o Brasil produz 1,3 milhdes de toneladas, o que corresponde a 64% de
toda a producdo mundial, consagrando-se o maior produtor do mundo de suco de laranja
concentrado congelado, seguido por Estados Unidos, México, Unido Europeia e China. O Brasil
é também o maior exportador de suco, com 90% da producdo destinada a paises da Unido
Europeia, Estados Unidos, Canada e Japao (USDA, 2017).

No Brasil, os principais estados produtores sdo: Sdo Paulo, Bahia, Minas Gerais,
Parana e Sergipe. Séo Paulo, ¢ o maior produtor de laranjas do pais, responsavel por 70% de
toda a producéo de laranjas do Brasil e o Parang, colabora com 5% de toda a producdo brasileira
(IBGE, 2017).

A balanca comercial do pais, € desta forma, claramente influenciada pela citricultura,
a qual tem sido cada vez mais produtiva. Com o passar dos anos, a cultura dos citros, através
da implantacéo de técnicas mais avangadas de cultivo, tem apresentado maior rendimento de
colheita, frutos maiores e mais homogéneos, e consequentemente, maior produtividade
(GRIZOTTO et al., 2012).



2.3. A citricultura paranaense

O Parana é nacionalmente conhecido por ser um importante polo produtor de gréos,
no entanto, este estado também apresenta participacdo consideravel no setor citricola. Com
condigdes edafoclimaticas favoraveis ao cultivo de citros, a citricultura no Parana na decada de
90 era constituida principalmente pela producao de tangerinas, na regido do alto Ribeira, mais
especificamente no municipio de Cerro Azul (MORIMOTO, 1990).

Por um longo periodo, a citricultura paranaense concentrou-se apenas nesta regido,
uma vez que as regides norte e noroeste do estado permaneceram interditadas para o cultivo de
citros, em decorréncia da entrada do cancro citrico nestas areas. Nesta mesma época, foi
regulamentada a Campanha Nacional de Erradicacdo do Cancro Citrico (CANECC), a qual
estabeleceu a ado¢do de medidas de excluséo e erradicacdo, como formas de controle da doenca
(LEITE JR., 1990).

Com o objetivo de expandir a citricultura no estado, em 1978, iniciou-se um programa
de pesquisa no Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), com a finalidade de estudar o cancro
citrico nas condicGes paranaenses, desenvolvendo técnicas e medidas de controle e prevencéo
da doenca. (LEITE JR., MOHAN, 1990).

No inicio da década de 80, as medidas regulatdrias de quarentena eram aplicadas ao
nivel de municipio. No entanto, com o passar dos anos, os critérios de erradicacdo adotados
pela CANECC foram revisados e passaram a ser aplicados ao nivel de propriedade, onde
somente plantas doentes e adjacentes, em um raio de 1 quildmetro passaram a ser eliminadas
(LEITE JR., 1990; LEITE JR., MOHAN, 1990).

Através da utilizacdo de medidas de controle e erradicagdo, aliadas aos resultados de
pesquisas com a selecdo de variedades de citros consideradas resistentes ao cancro citrico e a
utilizacdo de novas tecnologias de conducdo de pomares, através da utilizacdo de quebra-ventos
e medidas protetivas, a partir da década de 90, as regides norte e noroeste passaram a contribuir
com a producdo de citros no Parand (CARVALHO et al., 2015).

Atualmente, a citricultura paranaense encontra-se principalmente nas regides norte e
nordeste do estado, as quais contribuem para que o Parand seja o quarto maior produtor nacional
de laranjas, sendo precedido por S&o Paulo, Bahia e Minas Gerais. Com uma producéo de 750
mil toneladas, o estado é responsavel por cerca de 5% da producdo nacional, distribuida em
uma area de 25 mil hectares (IBGE, 2017).



Apesar de apresentar produtividade elevada comparada aos outros estados produtores,
a citricultura paranaense ainda é afetada por alguns fatores relevantes. Entre eles, a utilizacéo
de uma estreita base genética, com o predominio do cultivo de laranjas doces (C. sinensis),
tangerinas (C. reticulata) e limdes (C. aurantifolia), os altos custos de producdo e a
continuidade espacial e temporal de pomares, o que facilita a disseminagéo de pragas e doengas
(ANDRADE et al., 2014).

Dentre as doencas mais importantes da cultura, pode-se citar o cancro citrico (X.citri
subsp. citri), a clorose variegada dos citros (CVVC, causada por Xyllela fastidiosa), a tristeza dos
citros (Citrus tristeza virus) e o huanglongbing (HLB ou Greening, causada pelas bactérias
Candidatus Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter americanus). Como o controle
destas doencas € baseado em medidas preventivas, 0 estudo da resisténcia de variedades de
citros € de muita importancia, uma vez que estas doencas, quando ndo controladas podem
inviabilizar o cultivo de citros (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT; 2002; AMARAL,
2004).

3. O Cancro citrico

O cancro citrico € uma das principais doencas que atinge a citricultura mundial. Com
ampla disseminacdo, estd presente em todas as regides de cultivo de citros e € responsavel por
grandes prejuizos econémicos (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT; 2002; AMARAL,
2004). Originado no Sudeste Asiatico, o cancro citrico, foi primeiramente constatado na
Inglaterra, no inicio do século XIX (BITANCOURT, 1957; KOIZUMI, 1985).

Nas Américas, acredita-se que a doenca tenha sido introduzida através de mudas de
citros infectadas, provenientes da Asia. Os primeiros registros da doenca, nessas regides,
ocorreram por volta de 1910, primeiramente, nos Estados Unidos e posteriormente, na
Argentina, em 1933 e Paraguai, em 1940 (HASSE, 1915; FAWCETT, JENKINS, 1933;
SHARMA e SHARMA, 2008).

No Brasil, o cancro citrico foi observado pela primeira vez, em 1957, na regido de
Presidente Prudente, no estado de Sdo Paulo (BITANCOURT, 1957). Apos a introducdo da
doenca no pais, a bactéria rapidamente se disseminou para outras regides de cultivo, e no
mesmo ano, ja foi detectada em outras regides do estado de Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e
Parana (AMARAL, 2010).



Com o objetivo de conter os avancos da doenca nestas regides, em 1975, houve a
criacdo da Campanha Nacional de Erradicacdo do Cancro Citrico (CANECC), na qual foram
implementadas acdes para o controle do patégeno. Mesmo com forte atuacdo da campanha,
novos focos da doenca foram encontrados nos anos seguintes. Sendo assim, atualmente, a
doenca esta presente em todas as regides produtoras de citros do pais e no estado do Parang, o
cancro citrico é considerado endémico (SANTOS, 1991).

Um aumento na incidéncia da doenca foi observado em 1966, quando houve a entrada
da larva minadora (Phyllocnistis citrella Stainon) no pais. Durante a alimentacao, as larvas
rompem a cuticula e a epiderme, expondo o mesofilo foliar, levando a formacéao de galerias nas
folhas e facilitando a infec¢do por cancro citrico. Devido aos ferimentos causados pela larva
minadora, uma menor concentracdo de inoculo e ventos menos intensos ja sao suficientes para
0 estabelecimento da X. citri subsp. citri nas plantas. (BERGAMIM FILHO; AMORIM; 1999;
GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT; 2002; GRAHAM et al., 2004).

Pode-se classificar o cancro citrico em diferentes formas, com base na distribuicéo
geografica e gama de hospedeiros. Primeiramente, tem-se o Cancro Citrico Asiatico, ou
Cancrose A, a forma mais comum e severa da doenca. Distribuida mundialmente, e endémica
na India, Paquistdo, Sudeste da Asia, China e Jap&o, é causada por X. citri subsp. citri. Afeta
principalmente limas, laranjas azedas e pomelos, 0s quais sdo suscetiveis. Esta bactéria tambem
é responsavel por causar sérios danos em pomares na Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai
(GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT; 2002; DAS, 2003; SHARMA, SHARMA, 2008).

Ja a bactéria X. fuscans subsp. aurantifolii € o agente etiologico das Cancroses B e C,
as quais atingem uma limitada gama de hospedeiros e estdo restritas a América do Sul.
Enquanto a Cancrose B afeta principalmente limdes, laranjas azedas e pomelos, a Cancrose C
afeta exclusivamente as laranjas azedas (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT; 2002).
Existem ainda as Cancroses D e E. A primeira esta presente no México e limita-se as plantas
de lima &cida Galego (LOPEZ, 2000). A Cancrose E, por sua vez, é conhecida como mancha
bacteriana, causada por X. alfafae subsp. citrumelonis e esta presente em viveiros da Flérida,
Estados Unidos (LARANJEIRA et al., 2005).
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3.1. Xanthomonas citri subsp. citri

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, € uma das
principais doencas que afeta a citricultura, uma vez que atinge todas as variedades comerciais,
causando perdas econémicas significativas (SHARMA, SHARMA, 2008; ABE, BENEDETTI,
2016; GRAHAM, MYERS, 2016). Identificada e isolada por Hasse (1915), a bactéria
primeiramente recebeu o nome de Pseudomonas citri e, apenas em 2006 foi renomeada,
passando a levar o nome X. citri subsp citri (SCHAAD et al., 2006).

A X. citri subsp citri ¢ uma bactéria gram-negativa, aerdbia, monotriquia, ndo

esporogénica e ndo fixadora de nitrato. Apresenta forma de bastonete, com tamanho

aproximado de 1,5-2,0 por 0,5-0,75um. (Figura 1).

=y ¥ By %

Figura 1: Xanthomonas citri subsp. citri inoculada em folha de laranja doce (Citrus sinensis),
observada em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) Quanta 250, com aproximacao de
56580x.

As condicdes ideais para a sobrevivéncia desta bactéria sdo temperaturas entre 28 e

30°C e alta umidade. Por produzir o pigmento xantomonadina e a goma xantana, apresenta
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coloragédo amarelada, quando observada em placas de Petri. (KIMATI et al., 1997; ROSSETTI,
2001; DAS, 2003; VERNIERE; GOTTWALD; PRUVOST, 2003; DALLA-PRIA et al., 2006).

3.2. Ciclo da doenga

A X. citri subsp. citri é facilmente disseminada atraves de respingos de chuva, vento,
mudas e materiais de trabalho contaminados. A bactéria penetra nas folhas através de estbmatos
e outras aberturas naturais ou atraves de ferimentos, causados por ferramentas de poda ou
insetos herbivoros, como a larva minadora dos citros (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT;
2002; BELASQUE JR. et al., 2005).

Dentro do tecido vegetal, a colonizacdo da bactéria se restringe ao sitio de infeccdo.
Para sua sobrevivéncia, as bactérias se multiplicam no parénquima celular e iniciam a producéo
de polissacarideos extracelulares, como a goma xantana (BROWN, 2001). O acimulo de goma
e a diminuicdo dos espacos intercelulares contribuem para o aspecto de encharcamento dos
tecidos infectados (PADMANABHAM et al., 1973; DAS, 2003).

O crescimento populacional da X. citri subsp. citri, é diretamente proporcional a
suscetibilidade do hospedeiro. Sob condi¢Bes favoraveis & doenga, o patégeno induz a
hipertrofia e a hiperplasia das células hospedeiras, sendo assim, ocorre um aumento no tamanho
e na quantidade de células. Consequentemente, ha a formacdo do cancro, propriamente dito, o
qual apresenta-se na forma de lesdes circulares, que com o tempo, se tornam elevadas e
eruptivas. Apds a intensa proliferacdo da X. citri subsp. citri no espaco intercelular, a epiderme
é rompida e a bactéria é liberada para a superficie do 6rgdo infectado, iniciando a partir deste

local, um novo ciclo de infeccdo (GOTTIG et al., 2010).

3.3. Epidemiologia

As condicOes ideais para 0 desenvolvimento da doenca sdo temperaturas elevadas,
normalmente entre 25 e 30°C e alta umidade relativa do ar. Tecidos mais jovens tambem s&o
mais suscetiveis a infeccdo pelo patogeno, ou seja, folhas com até seis semanas e frutos com
até 90 dias ap0s a queda das pétalas, estdo mais propensos a infecg¢do por X. citri subsp. citri
(FILHO; HUGHES, 2000; DAS, 2003).
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A infeccdo pela bactéria torna-se mais eficaz com a presenca da larva minadora dos
citros. Em folhas intactas, a concentracdo minima de indculo para causar infecgdo é de 10*
unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL), enquanto que com a larva, a
concentracdo minima cai para 10 UFC/mL (CHRISTIANO et al., 2007).

Em regiGes de clima temperado, com invernos umidos e verfes secos, ha uma
diminuicdo consideravel no potencial de multiplicacdo das bactérias, sendo assim, é possivel a
convivéncia com o cancro citrico (PRUVOST et al., 2002). Para isso, sao necessarias medidas
de prevencdo da doenca, com o0 manejo integrado da doenca, através de pulverizacdes
preventivas com cupricos, utilizagdo de quebra ventos, controle da larva minadora dos citros, e

principalmente, com a utilizagdo de variedades menos suscetiveis.

3.4. Sintomas

Os sintomas do cancro citrico podem ser observados em toda a parte aérea da planta
hospedeira, incluindo folhas, frutos e ramos (Figura 2). A ocorréncia das lesbes é sazonal,
coincidindo com os periodos de maior incidéncia de chuva, altas temperaturas e emisséo de
ramos novos (SHARMA; SHARMA, 2008). Variedades com prolongado crescimento
vegetativo, com a formagdo continua de tecidos jovens, sdo mais suscetiveis a infeccdo pela
bactéria (GOTTWALD, 1993; AMARAL, 2004).

Todos os tecidos da parte aérea das plantas sdo afetados pelo cancro citrico,
principalmente os mais jovens. Nas folhas, os sintomas sdo observados nas duas faces, na forma
de lesOes eruptivas e salientes, com diametros de 2,0 a 10,0 mm. Com a evolucdo da doenca,
devido a hiperplasia, as lesdes tornam-se esponjosas, adquirem aspecto corticoso e apresentam-
se circundadas por um halo amarelo. (ROSSETTI, 2001; GOTTWALD; GRAHAM,;
SCHUBERT; 2002; BRUNNING; GABRIEL; 2003; DAS, 2003; BRAIDO et al., 2015).

Nos frutos, as lesdes sdo similares a das folhas, porém podem desenvolver diametros
maiores, com a formacdo de crostas escuras e fissuras. Normalmente, observa-se a presenca de
lesBes de diferentes tamanhos, uma vez que os frutos ficam expostos e suscetiveis a infeccdo
por mais tempo, o que favorece a ocorréncia de mais de um ciclo de infeccdo por fruto
(SHARMA, SHARMA, 2008).
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Nos ramos, 0s sintomas sao irregulares, com a formagdo de pustulas brancas ou
amareladas. As lesbes permanecem viaveis por varias estacbes e com 0 tempo, estas lesGes

podem coalescer, causando a morte dos ramos jovens (DAS, 2003).

Figura 2. Sintomas do cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri) em laranja doce (Citrus
sinensis) A. Folha face adaxial B. Folha face abaxial C. Fruto D. Ramo. Fonte: NBA

Quando a infeccdo por X. citri subsp. citri € muito severa, ocorre a reducdo da
capacidade fotossintética em decorréncia da desfolha das plantas, queda prematura dos frutos,
diminuicdo da qualidade de frutos remanescentes, seca de ramos novos e, posteriormente, em
alguns casos a morte da planta (STALL, SEYMOUR, 1983; BROWN, 2001; CAICEDO et al.,
2016; GICHARU et al., 2016).

3.5. Controle

O controle do cancro citrico é considerado dificil, especialmente sob condi¢6es

ambientais favoraveis ao desenvolvimento da doenca e em pomares com variedades suscetiveis
ao patdgeno (BAPTISTA et al., 2010).
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Em éareas consideradas quarentenarias, como a regido de S&o Paulo, o controle é
realizado através de medidas de exclusdo e erradicacdo (BARBOSA et al., 2001; GOTTWALD
et al., 2001; BELASQUE JR. et al., 2008; LOPES et al., 2008). Além destas medidas, outros
cuidados sdo necessarios, como a aquisicdo de mudas e borbulhas de viveiros registrados,
realizacdo da desinfestacdo do material de trabalho, construcdo de rodolavio e pediltvio nas
propriedades e inspecdes periddicas nos pomares (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT,
2002).

Em éareas consideradas endémicas, como no estado do Parana e na Florida, a
erradicacdo ndo é obrigatoria. Nestas areas, com o objetivo de reduzir a doenga nos pomares,
sdo utilizadas medidas de manejo integrado, através da utilizacdo de quebra-ventos, aplicaces
preventivas de fungicidas cupricos e, principalmente, através da utilizacdo de genotipos
considerados resistentes ou moderadamente resistentes (LEITE JR., 1990; BELASQUE;
BERGAMIM FILHO, 2006; GONCALVES-ZULIANI et al., 2016; BEHLAU et al., 2017).

3.6. Resisténcia ao Cancro citrico

O cancro citrico afeta diferentes espécies do género Citrus e a severidade da doenca é
variavel de acordo com o hospedeiro infectado, desta forma, a utilizacdo de cultivares
resistentes é fundamental para o manejo eficaz do cancro citrico, uma vez que é considerado o
método mais econdmico e eficiente no controle da doenca (LEITE JR., 1990; BRUNNING;
GABRIEL, 2003; SHARMA; SHARMA, 2008).

A variacgdo na suscetibilidade a X. citri subsp. citri pode ser influenciada pela espessura
da camada de cera, quantidade de estdmatos por area foliar, anatomia dos estdbmatos, das
membranas e das células do mesofilo foliar e também por alterac6es nos espacgos extracelulares
(GRAHAM et al., 1992; GOTTWALD et al., 1993; SHARMA; SHARMA, 2008; AMARAL
et al., 2010). Além disso, a suscetibilidade das variedades ao cancro citrico pode variar
conforme o porta-enxerto utilizado, a intensidade de emissdo de brotos novos e as condicGes
climaticas predominantes nas regides de cultivo (LEITE JR; SANTOS, 1988; GOTTWALD;
GRAHAM; SCHUBERT, 2002).

A obtencéo de variedades resistentes ou moderadamente resistentes ao cancro citrico
pode ser realizada através de selecdo de variedades ja existentes em bancos de germoplasma,

através do melhoramento convencional ou da transgenia. Além da utilizacdo destes métodos,
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para a obtencéo de novas variedades de citros resistentes a X. citri subsp. citri, pode-se utilizar
a selecdo de genotipos em pomares comerciais, com a identificacdo e selecdo de plantas
(CARVALHO et al., 2015).

A suscetibilidade ao cancro citrico € variavel nas diferentes espécies citricas. Pesquisas
mostram que toranjas (C. paradisi Macf.), limas (C. aurantifolia Swingle), e limdes (C. limon
L. Burm. F.) sdo altamente suscetiveis ao cancro citrico. A maioria das laranjas doce (C.
sinensis) sdo consideradas moderadamente suscetiveis a doenca, enquanto as tangerinas (C.
reticulata), calamondin (Citrofortunella) e kumquat (Fortunella spp.) sdo consideradas
resistentes (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002; AMARAL et al., 2010; ZHANG
etal., 2010; CARVALHO et al., 2015; CHEN et al., 2016).

Diferentes niveis de resisténcia foram observados dentro do grupo de laranjas doce (C.
sinensis L.), onde as laranjas Péra EEL, Bianchi, IAC, Ipigud, Ovale Siracusa foram
consideradas moderadamente resistentes e a variedade Hamlin, considerada suscetivel
(AMARAL et al., 2010). Em uma outra avaliacdo, as laranjas Péra IAC, EEL, Ipigué e Ovale
Siracusa também apresentaram baixa incidéncia e severidade de cancro citrico em diferentes
locais de avaliacdo (GONCALVES-ZULIANI et al., 2011).

Variedades consideradas resistentes, como a Kumquat, ttm sido utilizadas nos
programas de melhoramento, em cruzamentos com espécies de Citrus, produzindo hibridos
com maior resisténcia ao cancro citrico (VILORIA et al., 2004). Porém, como o melhoramento
convencional de citros ndo é normalmente utilizado, por apresentar alguns empecilhos, tais
como periodo juvenil prolongado e alta taxa de heterozigosidade, atualmente, utiliza-se como
alternativa viavel, a transgenia, com a producéo de plantas resistentes ao cancro citrico, através
da transferéncia de genes de resisténcia identificados em plantas consideradas tolerantes ou
resistentes (KHALAF et al., 2007; ZHANG et al., 2010).

A diferenca na suscetibilidade das espécies de citros também pode estar relacionada a
alguns outros fatores, amplamente utilizados na engenharia genética, tais como a presenca de
efetores de ativacdo transcricional (TAL), proteinas de resisténcia, genes de aviruléncia do
patdgeno e a presenca de genes de resisténcia ou suscetibilidade em plantas de citros. Estes
fatores moleculares atuam principalmente durante as interacdes patdgeno-hospedeiro e suas
acOes sdo determinantes para o desenvolvimento da doenca ou auséncia da mesma (SWARUP
etal., 1991; DUAN et al., 1999; HU et al., 2014; ABE; BENEDETTI, 2016; KOBAYASHI et
al., 2017).
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4. Mecanismos de defesa das plantas

Durante o processo de co-evolucéo, plantas e patdgenos desenvolveram uma série de
mecanismos que colaboraram para a sua adaptacéo e sobrevivéncia. Enquanto os patégenos
utilizam ferramentas moleculares para superar 0s obstaculos impostos pelos hospedeiros, as
plantas apresentam um mecanismo de defesa complexo, divididos em duas categorias, 0S
mecanismos pré-formados e pds-formados (JONES, DANGL, 2006; PASCHOLAT]I, 2011):

a) Mecanismos pré-formados (passivos, constitutivos): presentes na planta antes do
contato com o patdgeno. Podem ser estruturais (cuticulas, tricomas, estdmatos, fibras/vasos
condutores) ou bioquimicos (fendis, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos cianogénicos,
glicosideos sulfurados, fototoxinas, proteinas/peptideos).

b) Mecanismos pos-formados (ativos, induziveis): ausentes ou presentes em baixas
concentragfes antes da infecgcdo, sendo ativados ou produzidos em resposta a presenca do
patdégeno. Podem ser estruturais (papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica, tiloses,
glicoproteinas ricas em hidroxiprolina) ou bioquimicos (espécies reativas de oxigénio - EROs,

fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese — PR proteinas).

4.1. Mecanismos de defesa pré-formados

Nas espécies de citros, inimeras pesquisas mostram a influéncia da cuticula, do
tamanho dos estdmatos e da area estomatica na suscetibilidade das plantas ao cancro citrico
(MCLEAN, 1921; GRAHAM et al., 1992; WANG et al., 2011; CHEN et al., 2012; FAVARO
et al., 2014). Estes mecanismos estruturais podem ser vistos como a primeira linha de defesa
das plantas, uma vez que o contato inicial entre a planta e o patdgeno ocorre ao nivel da
epiderme (PASCHOLATI, 2011).

A cuticula é uma superficie lipidica e hidrofébica, composta de cera e cutina, que
recobre a parede celular das células epidérmicas em contato com o meio externo. Devido a sua
composicao, a cuticula impede a formacao de um filme de agua, no qual as bactérias (X. citri
subsp. citri) sdo normalmente depositadas e de onde sdo transportadas a novos hospedeiros
através dos respingos da chuva. Os estdbmatos, por sua vez, relacionam-se com a resisténcia de
plantas em fungdo da quantidade, morfologia, localizacdo e tamanho da abertura estomaética.
(GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT,; 2002; PASCHOLATI, 2011).
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McLean, em 1921, analisou a cuticula e os estbmatos em duas variedades de Citrus,
sendo uma resistente e a outra suscetivel. Nos seus estudos, observou que ambas variedades
possuiam estdbmatos de tamanhos idénticos, porém com diferencas estruturais na cuticula e nas
aberturas estomaticas. Na variedade Szinkum, considerada resistente, a cuticula e as células
estomaticas formavam uma abertura mais estreita, o que dificultava a entrada das bactérias
através dos estdmatos.

Graham et al. (1992) também avaliaram duas variedades de citros em relagdo ao
tamanho e estrutura dos estbmatos e observaram que apesar dos estdmatos possuirem tamanhos
idénticos, ainda haviam diferengas na suscetibilidade das variedades estudadas. Estes autores
observaram também diferencgas nas areas e densidades estomaticas entre as variedades, porém
ndo encontraram relacéo destes dados com a suscetibilidade das variedades ao cancro citrico.

Wang et al. (2011) compararam estruturalmente e fisiologicamente duas variedades, a
Meiwa (Fortunella crassifolia) e a Newhall (C. sinensis) e observaram que a variedade
suscetivel Newhall, possuia maiores médias de densidade estomatica, assim como estdmatos
com aberturas maiores do que a variedade resistente Meiwa.

Ao avaliarem a formacéo de biofilme na tangerina Satsuma Okitsu (C. unshiu), Favaro
etal. (2014) observaram que o estadio fenoldgico das plantas, juntamente com as caracteristicas
da superficie foliar desta variedade estavam envolvidos no processo de resisténcia a X. citri

subsp. citri.

4.2. Mecanismos de defesa pos-formados

4.2.1. Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas transitorias, altamente reativas e de
rapida producdo que surgem da reducdo do oxigénio molecular (O2) a agua (H20). Esta
explosdo oxidativa é considerada um dos primeiros constituintes da estratégia de defesa das
plantas (BAKER; ORLANDI, 1995; WOJTASZEK, 1997). As moléculas de espécies reativas
de oxigénio que podem ser formadas sdo o radical superdxido (O2), oxigénio singlete (singlet
oxygen) (*0,), perdxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxil (OH") (Figura 3).

Inicialmente, com a adigdo de um elétron, o oxigénio molecular (O2) é convertido ao

radical superdxido (O2) através de um input energético fornecido por NAD(P)H, peroxidases
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ou lipoxigenases. O O, por sua vez, pode passar por rea¢des de oxirreducdo ou ser dismutado
e regenerar Oz e perdxido de hidrogénio (H202), o que pode ocorrer de forma espontanea em
pH neutro ou através da acdo da superoxido dismutase. O H.O> pode entdo, ser reduzido ao
radical hidroxil (OHe), convertido a H20O e O pela agdo da catalase ou convertido a H2O através
da oxidagdo de moléculas via peroxidases (BAKER, ORLANDI, 1995; PASCHOLATI, 2011).

102 HO2

H+
.‘.‘
By o 02—> H205 —> OH —> Hz0

Reagdo de
Heber-Weiss/
Fenton

Figura 3. Inter conversdo de espécies reativas (EROs) derivadas de O,. (VRANOVA; INZE;
BREUSEGEM, 2002).

As espécies reativas de oxigénio podem acumular-se rapidamente nas células, logo no
inicio do processo de interagdo patégeno-hospedeiro, em um processo denominado explosdo
oxidativa. Esta reacdo tem sido amplamente verificada em reacbes de hipersensibilidade em
plantas, em resposta a infeccdo bacteriana ou fungica (BAKER et al., 1993; WOJTASZEK,
1997; COHN; SESSA; MARTIN, 2001). Estudos sugerem que 0 aumento na concentracdo de
espécies reativas de oxigénio, mais especificamente, perdxido de hidrogénio (H20>), esta
relacionado a diminuicdo da populacéo de patégenos na planta (KUMAR; EBEL; ROBERTS,
2011a, 2011b).

Estas moléculas podem atuar na defesa das plantas em diferentes situacdes: podem
agir diretamente sobre o patdgeno, inibindo o seu desenvolvimento nos tecidos vegetais; podem
fortalecer a integridade da membrana plasmatica, reduzindo a sua fluidez, devido a peroxidagao

de lipideos; assim como também podem estar envolvidas na sinalizacdo em respostas de defesa
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da planta, com a ativacdo e expressdao de genes de defesa e em reacGes de resposta de
hipersensibilidade (LAMB; DIXON, 1997; COHN; SESSA; MARTIN, 2001; KUMAR,
EBEL, ROBERTS, 2011a, 2011b; PASCHOLATI, 2011).

4.2.2. Resposta de hipersensibilidade

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram uma série de respostas de
defesa répidas e eficientes contra os mais diversos patdgenos. Uma das mais importantes é a
reacdo de hipersensibilidade, a qual é caracterizada por uma resposta rapida, que se inicia horas
apos o contato com o patdgeno. Esta reacdo esta associada a morte das células localizadas no
sitio de infeccdo, o que leva a restricdo do crescimento e desenvolvimento do patégeno nas
plantas (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996; MOREL; DANGL, 1997; COHN; SESSA,
MARTIN, 2001; AGRIOS, 2005).

A reacdo de hipersensibilidade, fenotipicamente, apresenta-se na forma de areas
necroticas que limitam a regido de colonizacdo do patdgeno, podendo estar restrita ou ndo a
celula invadida ou em contato direto com o microrganismo (HAMMOND-KOSACK; JONES,
1996; HEATH, 2000).

Normalmente, a reacdo de hipersensibilidade é desencadeada quando uma planta que
possui um gene de resisténcia (R), reconhece um produto de expressdo génica (proteina
elicitora) produzido a partir da acdo de um gene de aviruléncia (avr) do patdgeno (Teoria gene-
a-gene) (FLOR, 1971; MOREL; DANGL, 1997; BUTTNER; BONAS, 2006; JONES;
DANGL,; 2006). Pesquisas realizadas em espécies citricas sugerem, que a presenc¢a de um gene
R ¢ responsavel por desencadear respostas de hipersensibilidade em variedades resistentes a X.
citri subsp. citri de forma mais rapida do que em variedades consideradas suscetiveis
(KHALAF et al., 2007).

A producdo de espécies reativas de oxigénio e a resposta de hipersensibilidade estdo
intimamente relacionadas, uma vez que a rapida producdo e acimulo de radicais superéxido
(O2) e peroxido de hidrogénio (H202) nas células, levam a morte celular local programada. Esta
reacao, ao limitar o acesso do patégeno as fontes de nutrientes, tem o objetivo de bloquear o
estabelecimento e desenvolvimento do patogeno dentro dos tecidos hospedeiros (BAKER,
ORLANDI, 1995; LAMB; DIXON, 1997; COHN; SESSA; MARTIN; 2001; OLIVEIRA et al.,
2014).
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4.2.3. Enzimas relacionadas a defesa de plantas

Em resposta ao ataque por patdgenos, as plantas desenvolveram um complexo sistema
de defesa, o qual abrange diversas reacdes associadas a morte celular programada, resposta de
hipersensibilidade e a a¢do de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo. (KUMAR,;
EBEL; ROBERTS, 2011a).

O sistema enzimatico de defesa abrange enzimas responsaveis por remover, neutralizar
ou eliminar radicais livres do interior das células. Dentro deste grupo, pode-se destacar a
Peroxidase (POD), Catalase (CAT) e Superoxido dismutase (SOD) (SCANDALIOS, 1993;
WOJTASZEK, 1997; KUMAR; EBEL; ROBERTS, 2011b).

4.2.4. Peroxidase (POD) (EC 1.11.1.7)

A peroxidase é uma glicoproteina com um grupo heme, a qual esta presente em células
animais e vegetais e em microrganismos. A peroxidase é considerada uma Proteina Relacionada
a Patogénese (PRP), pertencente & familia PR-9 (VAN LOON et al., 1994). E responsavel por
catalisar a oxirreducdo entre o peroxido de hidrogénio e varios redutores.

Nas plantas, algumas peroxidases sdo induzidas durante o processo de defesa contra
patdgenos, sugerindo a importancia desta enzima nas mais diversas formas de defesa celular
(HIRAGA et al., 2001). Estudos indicaram a participacdo das peroxidases no processo de
lignificacdo, suberizacdo e outras reagdes metabdlicas da parede celular, assim como também
foi observada a atuacéo no catabolismo de auxinas, defesa contra patégenos, tolerancia a sais e
senescéncia (WOJTASZEK, 1997; HIRAGA et al., 2001; CHEN et al., 2012).

Em citros, diversos estudos apontaram aumento da atividade das peroxidases a partir
do momento em que se inicia a infeccdo (SHARMA; SHARMA, 2008). Plantas consideradas
resistentes a X. citri subsp. citri apresentaram maior producdo desta enzima, em relacdo a
plantas suscetiveis (KUMAR, EBEL; ROBERTS, 2011b; WANG et al., 2011) e um aumento
na concentracdo da peroxidase também foi observado durante o processo de formacéo do halo
(DAS, 2003).
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4.2.5. Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)

A catalase é uma enzima tetramérica, com um grupo heme, capaz de regular os niveis
de peréxido de hidrogénio (H202) convertendo-o em agua (H20) e oxigénio molecular (0). A
catalase esté presente em todos os organismos eucariotos e, tem como func¢&o principal, regular
as concentragfes de H2O2 nas células, prevenindo os possiveis danos causados por mudangas
na homeostase do H.02 (SCANDALIOS, 1993; VAN BREUSEGEM et al., 2001).

As catalases sao as principais enzimas responsaveis por remover as moléculas de H.0>
em plantas. Estas enzimas podem dismutar o H202 diretamente ou oxidar substratos, como
metanol, etanol, formaldeido e acido formico (VAN BREUSEGEM et al., 2001); assim como
também atuam nos glioxissomos e mitocondrias, removendo o H20; produzido durante a f3-
oxidacdo dos acidos graxos e na cadeia transportadora de elétrons (FRUGOLI et al., 1996).

Em plantas superiores, as catalases apresentam papel importante no mecanismo de
defesa, uma vez que podem estar relacionadas ao mecanismo de hipersensibilidade e morte
celular programada. Nestas situacOes, a reducdo na atividade da catalase e outras enzimas
antioxidantes, contribuiria para o acumulo de H>O», provocando a morte das células,
caracteristica marcante da resposta de hipersensibilidade (VAN BREUSEGEN et al., 2001,
VELLOSILLO et al., 2010).

Em citros, estudos com variedades contrastantes apontam aumento na atividade da
catalase em uma variedade suscetivel e a reducdo na atividade desta enzima em uma variedade
resistente, logo apds a inoculacdo das plantas com a bactéria X. citri subsp. citri, (LAMB,;
DIXON, 1997; CHEN et al., 2012). Outros autores observaram que apés a inoculagdo com X
citri subsp. citri, os niveis de catalase aumentaram substancialmente, em relacdo ao controle
ndo inoculado (KUMAR; EBEL, ROBERTS, 2011b), indicando a importancia da acdo desta

enzima na defesa das plantas contra patdgenos.

4.2.6. Superoxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1)
A superoxido dismutase ou superdxido oxiredutase, € uma enzima que catalisa a

dismutacéo do radical superoxido (O2™), formando perdxido de hidrogénio (H20-) e oxigénio
molecular (O2) (SCANDALIOS, 1993). Devido ao seu papel no metabolismo oxidativo, a
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superoxido dismutase tem sido amplamente estudada em plantas, sob diferentes condi¢des de
estresse (BOWLER; MONTAGU; INZE; 1992).

O metabolismo oxidativo tem sido relacionado com as respostas de defesa contra
patdgenos em plantas. A superdxido dismutase, juntamente com a peroxidase e catalase, tem
sido analisada em plantas de citros inoculadas com X. citri subsp. citri. Pesquisadores afirmam
que 0 acumulo de espécies reativas de oxigénio em plantas inoculadas estd diretamente
relacionado com as atividades da peroxidase, catalase e superdxido dismutase, porém néo foi
observada diferencas nas concentracdes desta Ultima enzima em variedades de citros

contrastantes inoculadas com a bactéria X. citri subsp. citri (CHEN et al., 2012).

4.2.7. Mecanismos moleculares da Interacdo planta-patdgeno

As plantas sdo organismos sésseis, portanto, estdo constantemente expostas a diversos
patdgenos. Apesar de ndo possuirem sistema imunoldgico, sdo normalmente resistentes a
doencas, uma vez que possuem um complexo sistema de defesa composto por varios niveis e
mecanismos de protecdo (KHALAF et al., 2007).

Como primeira medida de defesa, as plantas utilizam os mecanismos ja descritos
anteriormente, denominados de pré-formados ou constitutivos. Caso 0 patdgeno rompa estas
barreiras iniciais, as plantas utilizam-se de uma sofisticada gama de mecanismos capazes de
reconhecer receptores especificos do patégeno (BIGEARD; COLCOMBET; HIRT; 2015).

Este sistema de defesa pode ser subdivido em dois ramos. O primeiro nivel
corresponde a percepcao de receptores do patdgeno (pattern recognition receptors ou PRRS),
0s quais envolvem o reconhecimento dos padrdes moleculares associados a microrganismos ou
patdgenos (microbial- ou pathogen-associated molecular patterns ou MAMPS/DAMPS). Ja a
segunda forma de defesa acontece dentro das células, onde os genes de resisténcia vegetal (R)
reconhecem os produtos do gene de aviruléncia (avr), derivados do patégeno e ativam as
respostas de defesa das plantas (FLOR, 1971; COHN; SESSA; MARTIN; 2001; JONES,
DANGL,; 2006; KHALAF et al., 2007; BIGEARD; COLCOMBET; HIRT; 2015;).

Os MAMPs sdo reconhecidos por elicitores especificos, os quais induzem nas plantas,
respostas de defesa especificas, tais como a producéo de fitoalexinas, producdo de espécies
reativas de oxigénio e dxido nitrico, sinalizacdo por hormdnios, formacao de calose, sintese de

compostos antimicrobianos e ativagéo da transcri¢do de genes de defesa (ABRAMOVITCH,;
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MARTIN, 2004; ALTENBACH; ROBATZEK; 2007; HE; SHAN; SHEEN 2007). Estudos
também demonstraram a atuagdo dos MAMPs no fechamento dos estdbmatos (MELOTTO et
al., 2006; SCHULTZE-LEFERT; ROBATZED, 2006).

O segundo sistema de defesa, por sua vez, € descrito pela Teoria gene-a-gene (FLOR,
1971), o qual descreve o reconhecimento de um gene de aviruléncia do patégeno por um gene
R. Este reconhecimento implica em uma resposta de defesa especifica, onde eliciadores
especificos de cada patdgeno, como proteinas e peptideos da parede celular, membranas ou
secre¢Oes sao identificados pelos genes R das plantas (BOLLER, 1995).

Na bactéria X. citri subsp. citri foram relatados alguns genes de patogenicidade, sendo
0 pthA, o mais estudado. Este gene confere as bactérias, a habilidade de produzir as lesGes
necroticas nas plantas, ou seja, é essencial para o desenvolvimento do cancro citrico, uma vez
que, quando expresso nas células do hospedeiro, é responsavel pelo surgimento dos sintomas
de hiperplasia, hipertrofia e morte celular (SWARUP et al., 1991; DUAN et al., 1999;
BRUNNING; GABRIEL, 2003; FERENCE et al., 2017).
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JUSTIFICATIVAS DO TRABALHO

e As laranjas doces (C. sinensis) sdo amplamente cultivadas no Brasil, porém é
necessaria a busca por genotipos considerados resistentes ou moderadamente resistentes a X.
citri subsp. citri.

o A utilizacdo de variedades resistentes é o método mais eficiente para o controle de
doencas, assim como também é a medida mais econdmica para o0s produtores.

e A observacgdo da evolucdo dos sintomas ao longo do tempo fornece informacdes a
respeito dos diferentes niveis de resisténcia a X. citri subsp. citri, ao longo do tempo.

e Os estudos bioguimicos, através da utilizacdo de analises enzimaticas, séo
importantes para comparar as variedades de laranja Péra, trazendo uma maior compreensao dos
mecanismos de defesa das plantas em diferentes genotipos.

e A visualizacdo dos estdmatos e comparagdo das areas estomaticas em diferentes
variedades pode fornecer informac6es sobre os mecanismos de defesa estruturais pré-formados

em citros.
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RESUMO
O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, afeta a maioria das
variedades comerciais de citros e causa grandes prejuizos para a citricultura no mundo todo.
Estudos indicam a presenca de diferentes niveis de resisténcia ao cancro citrico entre as
variedades comerciais. No Brasil, a Laranja Péra é uma das variedades mais produzidas, devido
as suas caracteristicas organolépticas, moderada resisténcia ao cancro citrico e alta
produtividade. O uso de genotipos resistentes € uma alternativa viavel ao produtor e sustentavel
ao meio ambiente, consiste em uma ferramenta de grande importancia no controle de patdgenos.
Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia de 14 gendtipos de
citros & bactéria X. citri subsp. citri. As plantas foram avaliadas em dois ensaios (fevereiro e
setembro de 2016). As inoculacdes foram realizadas através da perfuracdo do limbo foliar com
agulha (0,55 x 0,20 mm). O indculo foi ajustado a uma concentracdo de 108 unidades
formadoras de colonia/mL (UFC/mL), em espectrofotometro (600 nm). As avaliagcdes foram
feitas aos 4, 8, 12 e 16 dias apds a inoculacdo (DAI), através da medicdo dos diametros das
lesbes. Os resultados mostraram que 0s gendtipos Péra IAC, Péra IAC 2000/2 e Péra EEL se
destacaram, apresentando as menores médias de didametros de lesGes nos dois ensaios, sugerindo
que estes genotipos apresentam maiores niveis de resisténcia ao patbgeno em comparagao aos

demais genotipos avaliados.

Palavras-chave: Diametro de lesdo. Controle. Resisténcia. Xanthomonas citri subsp. citri.
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ABSTRACT
Citrus canker, caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri, affects most of the
commercial varieties of citrus and causes great damages to citriculture worldwide. Studies
indicate the presence of different levels of resistance to citrus canker among commercial
varieties. In Brazil, Pera orange is one of the most produced varieties due to its organoleptic
characteristics, moderate resistance to citrus canker and high productivity. The use of resistant
genotypes is a viable alternative to the producer and it is sustainable to the environment, besides
is a tool of great importance in the control of pathogens. Therefore, the present work had aimed
to evaluate the resistance of 14 genotypes of Citrus to the bacterium X. citri subsp. citri. The
plants were evaluated in two trials (February and September 2016). The inoculations were
performed through needle-wounding, and the inoculum was adjusted to a concentration of 108
colony forming units/mL (CFU/mL) in a spectrophotometer (600 nm). The evaluations were
performed at 4, 8, 12 and 16 days after inoculation (DAI), by measuring the diameters of the
lesions. The results showed that the Péra IAC, Péra IAC 2000/2 e Péra EEL genotypes had the
lowest mean lesion diameters in both trials, suggesting that these genotypes present a higher

level of resistance to the pathogen in comparison to the other analyzed genotypes.

Keywords: Lesion diameter. Control. Resistance. Xanthomonas citri subsp. citri.
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INTRODUCAO

O Brasil contribuiu, em 2017, com uma producgédo de 19,2 milhGes de toneladas de
laranjas, o que corresponde a 38% da producdo mundial. Dentre as laranjas doce, as mais
plantadas no pais sdo as Laranjas Péra, Natal e Valéncia (DONADIO et al., 2005; USDA, 2017).

Devido as caracteristicas organolépticas, moderada resisténcia ao cancro citrico
(AMARAL et al., 2010; CARVALHO et al., 2015) e alta produtividade, as laranjas doce, da
variedade Péra conquistaram a preferéncia de consumidores e produtores de citros, sendo
amplamente comercializadas tanto para 0 consumo in natura quanto para o preparo de suco
concentrado congelado.

Embora o pais seja considerado o maior produtor mundial de laranjas, os pomares séo
afetados por diversas doencas, e dentre elas, destaca-se o cancro citrico, doenca causada pela
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al.,2006) que afeta a maioria das
variedades comerciais de citros e causa sérios prejuizos econémicos em pomares comerciais do
mundo todo (ABE; BENEDETT]I, 2016).

A bactéria penetra na planta através de aberturas naturais ou ferimentos (GRAHAM
et al., 1992) e os sintomas da doenca podem ser observados em toda a parte aérea da planta,
principalmente em folhas, ramos e frutos, os quais podem apresentar lesées necroticas com a
posterior formacdo de um halo amarelo. Em condi¢Ges mais avangadas da doenga, pode-se
observar a desfolha das plantas e a queda prematura dos frutos (BRUNINGS; GABRIEL,
2003).

As medidas para o controle da doenca utilizadas atualmente, como a aplicacdo de
produtos clpricos e a implantacéo de quebra-ventos, ndo sdo totalmente eficazes para o controle
do cancro citrico, sendo assim, é necessaria a busca por variedades consideradas resistentes,
uma vez que a resisténcia genética é o método mais eficaz e econémico para o controle de
doengas (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002; YANG et al., 2011).

As variedades de citros apresentam diferentes niveis de suscetibilidade a X. citri subsp.
citri. (DAS, 2003; YANG et al., 2011). No geral, plantas com maiores periodos de crescimento
vegetativo e com maior emissdo de folhas jovens sdo consideradas mais vulneraveis ao
patdgeno, quando comparadas a variedades cujas folhas amadurecem de forma mais rapida
(GOTTWALD, 1993).
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Diversos estudos vém sendo conduzidos com o objetivo de selecionar variedades de
citros que apresentem maior produtividade, resisténcia a doengas e frutos de maior qualidade
(KHALAF et al., 2007; GONCALVES-ZULIANI et al., 2011, 2016, CHEN et al., 2012).
Considerando a importancia econémica das laranjas doce no pais, o presente estudo tem o
objetivo de avaliar 14 genotipos de citros, dos quais 12 sdo de laranja doce (C. sinensis),
variedade Péra, com relacdo a resisténcia a X. citri subsp. citri.
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MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisa em
Biotecnologia Aplicada (NBA) da Universidade Estadual de Maringa (UEM). Foram avaliados
14 genotipos de Citrus (Tabela 1) enxertados sob limdo-cravo (C. limonia), provenientes do
Viveiro de Mudas Pratinha (VMP), localizado no municipio de Atalaia-PR.

Dentre os genotipos avaliados no experimento (Tabela 1), 12 gendtipos de laranjas
Péra foram comparados com a variedade de laranja doce Hamlin e com a variedade de tangerina

Vermelha, utilizados como controles suscetivel e resistente, respectivamente (CARVALHO et

al., 2015).

Tabela 1. Gendtipos de Citrus utilizados no experimento de casa de vegetacao.

Numeragéo Genotipo Nome Comum Nome Cientifico
1 Hamlin Laranja doce C. sinensis
2 Vermelha Tangerina C. reticulata
3 Péra EEL Laranja doce C. sinensis
4 Péra Bianchi/CC Laranja doce C. sinensis
5 Péra IAC Laranja doce C. sinensis
6 Péra Ipigua Laranja doce C. sinensis
7 Péra IAC 2000/1 Laranja doce C. sinensis
8 Péra Ovale Siracusa Laranja doce C. sinensis
9 Péra Ovale Laranja doce C. sinensis
10 Péra IAC 2000/2 Laranja doce C. sinensis
11 Péra M5 Laranja doce C. sinensis
12 Péra Arapongas Laranja doce C. sinensis
13 Péra 58 Laranja doce C. sinensis
14 Péra 59 Laranja doce C. sinensis
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2. Implantagédo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente ao Nucleo de Pesquisa
em Biotecnologia Aplicada (NBA) (23°23'57,8”S; 51°57'5,3”0 e aproximadamente 500 m de
altitude) da Universidade Estadual de Maringa, Maringd-PR, em duas épocas distintas, em
fevereiro e setembro de 2016.

Em cada periodo de avaliacdo, foram utilizadas trés plantas por gendtipo, as quais
foram mantidas em casa de vegetacdo, com irrigacdo automatica. Foram realizadas adubacdes
periodicas de N, P, K e micronutrientes. Cerca de 50 dias antes da inoculacéo, as plantas foram
podadas para a obtencdo de folhas jovens e homogéneas, com 75 a 100% de expansao foliar
(VILORIA et al., 2004).

3. Cultura bacteriana e preparo do indculo

O indculo foi preparado a partir de cultura pura de X. citri subsp. citri (isolado Xcc
306), obtida junto ao acervo de culturas puras do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) e
mantida em geladeira, em tampdo fosfato (0,075 M, pH 7,0). Posteriormente, a bactéria foi
reativada em placas de Petri contendo meio Manitol Glutamato Yeast (10 g manitol, 2 g &cido
L-glutamico, 0,5 g fosfato de potassio, 0,2 g NaCl, 0,2 g MgSO47H0, 1 g extrato de levedura,
15 g agar/L de agua destilada), segundo Nocchi (2014).

Para o crescimento das colbnias, as placas de Petri foram mantidas em estufa
bacteriolégica por 48 horas a 28°C. Apds este periodo, as colbnias bacterianas foram
transferidas para microtubos de 1,5 mL, contendo tampdo fosfato (0,075 M, pH 7,0). A
concentracdo do indculo foi entdo ajustada para 10® unidades formadoras de col6nias/mL
(UFC/mL), através da leitura a 600 nm em um aparelho espectrofotometro (BELASQUE JR.;
JESUS JR.; 2006) para posterior inoculagao.

4. Inoculagédo e avaliagao dos sintomas

O método de inoculacdo utilizado foi o de ferimento do limbo foliar com agulha.

Imediatamente ap06s a imersao de uma agulha de 0,55 x 0,2 mm em suspensdo bacteriana, foram
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feitas oito perfuracdes equidistantes na face abaxial das folhas, atravessando o limbo foliar.
Para cada perfuracdo, foi realizada uma imerséo da agulha em suspenséo bacteriana.

Foram inoculadas 15 folhas por planta, sendo 3 plantas por gendtipo, em cada periodo
de avaliacdo. Durante as primeiras 24 horas apés a inoculagéo, foi realizado o molhamento de
toda a casa de vegetacdo, com o objetivo de elevar a umidade e favorecer o estabelecimento da
bactéria nas folhas.

O diametro das lesdes foi medido com o auxilio de um micrémetro (Micrémetro
externo Disma) aos 4, 8, 12 e 16 dias ap0s a inoculacdo (DAI). Em cada data de avaliacao foram
mensurados os didmetros de 3 lesdes por planta, totalizando 126 leituras de didmetro de lesdes
por data de avaliagdo. Para que as medidas fossem realizadas com um padrdo, foram feitas as
leituras das mesmas lesdes aos 4, 8, 12 e 16 DAI, sempre no sentido longitudinal das folhas, na

face abaxial, desconsiderando a presenca do halo e medindo-se apenas o tecido necrosado.

5.  Andlise dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 14
tratamentos (gendtipos de citros) e 9 repeticdes. Os diametros das lesdes foram comparados
entre os tratamentos por analise de variancia (teste F) e teste de agrupamento de médias Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. As analises foram realizadas com o auxilio do Programa SISVAR
(FERREIRA, 2011)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genotipos estudados apresentaram diferentes niveis de resisténcia ao cancro citrico.
Sintomas caracteristicos da doenca também foram observados em outros experimentos com
espécies de citros inoculadas artificialmente com X. citri subsp. citri (GOTTWALD, 1993;
DENG et al., 2010; GONCALVES-ZULIANI et al., 2016).

Os primeiros sintomas do cancro citrico surgiram no oitavo dia ap0s a inoculagéo, em
ambos os periodos de avaliagdo, com a formacdo de lesdes eruptivas, ao redor do ponto de
inoculacdo. Estes resultados corroboram com estudos realizados por Belasque Jr et al. (2008),
onde plantas inoculadas através de ferimentos de agulha apresentaram os primeiros sintomas
de cancro citrico ap6s uma a duas semanas apos a inoculagéo.

A Figura 1 mostra o crescimento dos diametros das lesdes no decorrer do tempo, em
relacdo a cada variedade estudada no primeiro ensaio (fevereiro de 2016). E possivel perceber
gue em todos os gendtipos avaliados, houve um crescimento gradual do tamanho das lesdes no
periodo do experimento, sendo que as lesbes variaram de 0,83 a 1,29 mm aos 4 DAI até 1,21 a
1,64 mm aos 16 DAI (Figura 1). Nociti et al. (2006) estudando linhagens de Xanthomonas,
observaram a evolucdo do diametro das lesdes por um periodo de 94 dias e constataram uma
variacdo de 1,28 a 5,15 mm no tamanho médio das lesGes. Da mesma forma, Gongalves-Zuliani
et al. (2016) também observaram um aumento no tamanho das lesdes no decorrer do tempo
através de estudos com genotipos de Laranja Péra inoculadas com a mesma estirpe de X. citri
subsp. citri.

Do mesmo modo, no segundo periodo de avaliacdo, em setembro de 2016 (Figura 2),
foi possivel observar a mesma tendéncia de crescimento dos didmetros das lesfes no decorrer
do tempo. Durante este periodo, observou-se uma varia¢do nos diametros das lesdes de 0,68 a
1,4 mm aos 4 DAI até 1,12 a 1,64 mm aos 16 DAI.
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Figura 1. Evolugdo dos didmetros de lesdo, em mm, nos genoétipos de citros aos 4, 8, 12 e 16
dias ap6s a inoculacdo (DAI) com X. citri subsp. citri no primeiro periodo de avaliacdo
(fevereiro de 2016). Barras indicam a média + desvio padr&o.
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Figura 2. Evolucdo dos diametros de lesdo, em mm, nos gendtipos de citros aos 4, 8, 12 e 16
dias apos a inoculagdo (DAI) com X. citri subsp. citri no segundo periodo de avaliacdo
(setembro de 2016). Barras indicam a média * desvio padréo.
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A Tabela 2 mostra a analise de variancia do primeiro ensaio, de fevereiro de 2016.
Atraveés dos dados obtidos, é possivel perceber que aos 4 DAI, houve diferenca significativa
entre os tratamentos avaliados, a um nivel de significancia de 5%, enquanto que nas avaliacdes
12 e 16 DAI, houve diferencas significativas a um nivel de significancia de 1%. Da mesma
forma, ao observar a Tabela 3, com a anélise de variancia do segundo ensaio (setembro de
2016), é possivel constatar a presenca de diferencas significativas nas avaliacdes de 4, 12 e 16

DAI, a um nivel de significancia de 1%.

Tabela 2. Analise de variancia do diametro da leséo (fevereiro de 2016).

FV GL QM
4 DAI 8 DAI 12 DAI 16 DAI
Tratamento 13 0,014 * 0,007™ 0,011 ** 0,040 **
Residuo 112 0,007 0,004 0,004 0,005
Média geral 1,089 1,297 1,400 1,522
CV (%) 7,861 5,166 4,650 4,964

FV: Fonte de variacdo; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; DAI: Dias Apo6s a Inoculacéo;
CV: Coeficiente de Variacdo * Nivel de significancia a 5%. ** Nivel de significancia a 1%. ™ Né&o
significativo.

Tabela 3. Analise de variancia do diametro da lesdo (setembro de 2016).

FV GL QM
4 DAI 8 DAI 12 DAI 16 DAI
Tratamento 13 0,046 ** 0,017™ 0,023 ** 0,030 **
Residuo 112 0,013 0,010 0,009 0,009
Média geral 1,097 1,217 1,299 1,372
CV (%) 10,420 8,047 7,524 7,030

FV: Fonte de variacdo; GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio; DAI: Dias Apo6s a Inoculacdo;
CV: Coeficiente de Variacdo ** Nivel de significancia a 1% ™ N&o significativo.

Estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott, foi possivel comprovar a formacédo de
grupos a 5% de probabilidade entre os diametros médios de lesdes nos gendtipos em ambos 0s
periodos avaliados, aos 4, 12 e 16 DAI (Tabelas 4 e 5, Figuras 3 e 4).

No primeiro periodo de avaliacdo (Tabela 4 e Figura 3), aos 4 DAI, observou-se que
as variedades de laranja Péra Ovale Siracusa, Péra IAC 2000/1, Péra Bianchi/CC, Péra IAC,
Péra IAC 2000/2 e Péra EEL foram agrupadas juntamente com o controle suscetivel Hamlin,
enquanto que as demais variedades de laranja Péra (Péra M5, Péra 58, Péra Arapongas, Péra
59, Péra Ovale e Péra Ipigud) foram estatisticamente similares ao controle resistente Vermelha.

Nesta mesma data de avaliacdo, foi possivel constatar que a menor média dos didmetros de
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leséo, de 0,997 mm, foi observada na variedade Péra Ovale Siracusa, enquanto a maior média,
de 1,15 mm, foi observada na variedade Péra Ipigua.

Na avaliacdo de 12 DAI, entretanto, 0 maior diametro de lesdo, 1,469 mm, foi
observado no genotipo Hamlin, o controle suscetivel, enquanto que a menor média de didametro
de lesdes foi observada na variedade de Laranja Péra IAC, a qual apresentou 1,359 mm. Nesta
data de avaliacéo as variedades Péra 59, Péra IAC 2000/2 e Vermelha, foram estatisticamente
semelhantes ao controle suscetivel Hamlin. Por outro lado, um outro grupo foi formado pelas
variedades Péra IAC, Péra IAC 2000/1, Péra M5, Péra EEL, Péra Ipigua, Péra 58, Péra
Arapongas, Péra Ovale Siracusa, Péra Ovale e Péra Bianchi/CC, as quais podem ser
consideradas resistentes em relacdo as demais variedades avaliadas.

Tabela 4: Genotipos de citros inoculados com X. citri subsp. citri, avaliados em fevereiro de
2016 (didmetros médios de lesdo, em mm).

Meédias e grupos de similaridade

Genotipos
4 DAI 12 DAI 16 DAI
Hamlin 1,054 a 1,469 b 1,694 c
Vermelha 1,120 b 1,426 b 1,596 b
EEL 1,087 a 1,374 a 1,476 a
Bianchi/CC 1,059 a 1,403 a 1,487 a
IAC 1,077 a 1,359 a 1,441a
Ipigua 1,150 b 1,376 a 1,474 a
IAC 2000/1 1,050 a 1,362 a 1,506 a
Ovale Siracusa 0,997 a 1,399 a 1,535a
Ovale 1,135b 1,402 a 1,527 a
IAC 2000/2 1,081 a 1,452 b 1,509 a
M5 1,099 b 1,371a 1,468 a
Arapongas 1,114 b 1,383 a 1,573 b
58 1,113 b 1,380 a 1,469 a
59 1,116 b 1,454 b 1,566 a
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Figura 3. Diametros médios de lesbes (mm) causados por X. citri subsp. citri nos diferentes
genotipos de citros, em fevereiro de 2016. a) 4 DAI (dias ap6s a inoculagédo), b) 12 DA, c) 16
DAI. As letras indicam o agrupamento de médias pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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A variedade Péra IAC novamente apresentou a menor média de diametro de lesdes,
com 1,441 mm e ficou agrupada juntamente com as variedades de laranja Péra M5, 58, Ipigud,
EEL, Bianchi/CC, IAC 2000/1, IAC 2000/2, Ovale, 59 e Ovale Siracusa. Goncalves-Zuliani et
al. (2016), ao analisar 25 genotipos de Laranja Péra, também identificaram que as variedades
EEL, Bianchi/CC, Ipigua, IAC 2000/1 e Ovale Siracusa apresentaram 0s menores diametros de
lesdo, implicando em maior resisténcia em relagdo as demais variedades analisadas.

No segundo periodo de avaliacdo (Tabela 5 e Figura 4), em setembro de 2016, foram
observadas diferencas significativas aos 4 DAI, entre as variedades Péra Bianchi/CC e Péra
IAC em contraste com as demais variedades avaliadas. Aos 12 DAI, entretanto, 0 maior
didmetro médio de lesé&o foi observado no gendtipo de Laranja Péra Ovale Siracusa (1,396 mm),
a qual se agrupou com as variedades Péra Ipigud, Péra 59, Péra Arapongas, Péra M5 e Péra 58,
as quais apresentaram os maiores médias de didmetros de lesdo, enquanto que 0s menores
didmetros médios foram observados nas Péras IAC e IAC 2000/2, com 1,211 mm e 1,229 mm,

respectivamente, que se agruparam com as demais variedades analisadas.

Tabela 5: Genotipos de citros inoculados com X. citri subsp. citri, avaliados em setembro de
2016 (didmetros médios de lesdo, em mm).

Meédias e grupos de similaridade

Genotipos 4 DAI 12 DAI 16 DAI
Hamlin 1,093 b 1,299 a 1,462 b
Vermelha 1,047 b 1,288 a 1,350 b
EEL 1,097 b 1,248 a 1,299 a
Bianchi/CC 0,912 a 1,272 a 1,384 b
IAC 0,983 a 1211a 1,256 a
Ipigua 1,143 b 1,313 b 1,361 b
IAC 2000/1 1,127 b 1,281 a 1,360 b
Ovale Siracusa 1,126 b 1,397 b 1,438 b
Ovale 1,158 b 1,294 a 1,386 b
IAC 2000/2 1,108 b 1,229 a 1,297 a
M5 1,137 b 1,338 b 1,430 b
Arapongas 1,123 b 1,329 b 1,396 b
58 1,141 b 1,361 b 1,418 b

59 1,170 b 1,328 b 1,371b
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No 16° dia ap6s a inoculacdo, foi observado 0 mesmo resultado do primeiro periodo
de avaliacdo, com o genotipo suscetivel Hamlin apresentando o maior didmetro médio de lesdo
(1,462 mm), em contraste com a Péra IAC, com o menor didmetro medio de leséo (1,256 mm).
Nesta data de avaliacao, os gendtipos Péra IAC, Péra IAC 2000/2 e Péra EEL apresentaram 0s
menores diametros de lesdo, e consequentemente, podem ser consideradas mais resistentes a X.
citri subsp. citri, neste estudo, quando comparadas as demais variedades avaliadas.

Aos comparar os dois periodos de experimento, fevereiro de 2016 e setembro de 2016,
tem-se que ao final de ambos os experimentos, a variedade Péra IAC apresentou 0s menores
didmetros de lesdo, enquanto a variedade Hamlin apresentou as maiores médias de didmetros
de lesdo. Sendo assim, estes resultados corroboram com estudos de Amaral et al. (2010), no
qual classificam a variedade Hamlin como suscetivel.

Dentre as variedades de citros avaliadas, apenas as variedades Péra IAC, Péra IAC
2000/2 e Péra EEL agruparam-se em ambos 0s periodos entre aquelas que apresentaram 0s
menores didmetros médios de lesdo, sendo assim, podem ser consideradas as variedades mais
resistentes dentre os genotipos analisados. Estes resultados também estdo de acordo com as
pesquisas de Amaral et al (2010), onde classificam a variedade Péra EEL como resistente e a

Péra IAC como moderadamente resistente.
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Figura 4. Diametros médios de lesdes (mm) causados por X. citri subsp. citri nos diferentes
genotipos de citros, em setembro de 2016. a) 4 DAI (dias ap6s a inoculacdo), b) 12 DAI, c) 16
DAL As letras indicam o agrupamento de médias pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Possivelmente os menores didmetros de lesdo observados estejam relacionados a
caracteristicas fisicas e quimicas inerentes aos genoétipos estudados, uma vez que 0S
mecanismos de defesa pré e pos-formados atuam nas respostas de defesa da planta contra
patogenos (JONES, DANGL, 2006; PASCHOLATI, 2011). Dentre estes mecanismos, acredita-
se que 0s mecanismos pré-formados, como estdmatos e cuticula atuem como barreira inicial de
defesa da planta, enquanto os mecanismos pos-formados bioquimicos, como a producdo de
espeécies reativas de oxigénio e proteinas relacionadas a patogénese, atuem como barreiras
secundarias, apds a entrada dos patdgenos na planta.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os genétipos Péra IAC, Péra IAC
2000/2 e Péra EEL apresentam niveis de resisténcia ao cancro citrico maiores em relacéo aos
outros gendtipos avaliados. Estas informac@es a respeito da resisténcia a X. citri subsp citri em
variedades de Laranja doce (C. sinensis) é de grande importancia, uma vez que a utilizacéo de
plantas resistentes é a melhor alternativa para o controle da doenca a longo prazo. Além disso,
0 conhecimento de gendtipos considerados resistentes pode auxiliar 0s programas de
melhoramento de citros que utilizam a transformacéo genética visando a resisténcia ao cancro

citrico.
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CONCLUSAO

As laranjas doce (C. sinensis L.), variedades Péra IAC, Péra IAC 2000/2 e Péra EEL,
inoculadas com X. citri subsp. citri, apresentaram as menores médias de didmetros de leséo ao
final dos experimentos realizados, mostrando que estas variedades apresentam maiores niveis

de resisténcia ao cancro citrico, quando comparadas aos demais genotipos avaliados.
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CAPITULO Il

AVALIACAO DAS RESPOSTAS BIOQUIMICAS DE GENOTIPOS
DE CITROS A Xanthomonas citri subsp. citri
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RESUMO
A Xanthomonas citri subsp. citri é a bactéria responsavel por causar o cancro citrico, doenca
que atinge os pomares comerciais do mundo todo. O controle do cancro citrico é baseado,
principalmente, em medidas de protecdo e erradicacdo. Apesar destas estratégias apresentarem
resultados satisfatorios, a utilizacdo de cultivares resistentes, consiste em um método mais
econdmico para os citricultores e sustentavel ao meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi
investigar as respostas de defesa de 14 genotipos de Citrus, através das analises das atividades
das enzimas relacionadas a defesa (peroxidase, catalase e superéxido dismutase). O
experimento foi conduzido de dezembro de 2016 a janeiro de 2017, em casa de vegetacédo, do
Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada (NBA), da Universidade Estadual de Maringa
(UEM). As coletas para as andlises foram realizadas a Oh, 24h e 16 dias ap0s a inoculacédo em
folhas inoculadas e sem inoculacdo. Os resultados mostram que a variedade Péra IAC foi a
Unica que apresentou elevados niveis de atividade das trés enzimas analisadas, apo6s a
inoculagdo com o patdgeno, sugerindo que esta variedade é a mais resistente entre os genotipos

analisados.

Palavras-chave: Resisténcia. Enzimas relacionadas a resisténcia. Cancro citrico.
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ABSTRACT

Xanthomonas citri subsp. citri is the bacterium responsible for causing citrus canker, a disease
that affects the commercial orchards worldwide. Citrus canker control is primarily based on
protection and eradication measures. Although these strategies present satisfactory results, the
use of resistant cultivars is a more economical method for citrus growers and is environmentally
sustainable. The objective of this work was to investigate the defense responses of 14 Citrus
genotypes, through analysis of the defense-related enzymes activities (peroxidase, catalase and
superoxide dismutase). The experiment was conducted from December 2016 to January 2017,
in a greenhouse, from the Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada (NBA), State
University of Maringd (UEM). The collections for the analyzes were carried out at Oh, 24h and
16 days after inoculation in inoculated and non-inoculated leaves. The results showed that the
Péra IAC strain was the only variety that presented high levels of activity of the three enzymes
analyzed after inoculation with the pathogen, suggesting that this variety is the most resistant
among the analyzed genotypes

Keywords: Resistance. Resistance-related enzymes. Citrus canker.
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INTRODUCAO

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et
al., 2006), esta presente em todas as regides de cultivo e atinge a maioria das variedades
comerciais de laranja doce (C. sinensis L. Osbeck), sendo responsavel por perdas econémicas
significativas (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002; BRAIDO et al.,, 2015;
GONCALVES-ZULIANI et al, 2015).

O patdgeno afeta toda a parte aérea da planta. Nas folhas, as lesdes apresentam-se em
ambas as faces, de forma proeminente, geralmente circundadas por um halo amarelo. As lesdes
nos frutos sdo similares as das folhas e em situacdes com ataques severos da doenca, os frutos
podem cair antes de atingir a maturidade e, nestes casos, 0s sintomas podem atingir também os
ramos (LARANJEIRA et al., 2005).

As plantas apresentam diversos mecanismos de defesa contra patdgenos. Os
mecanismos pré-formados, como cuticula e cera, eventualmente, sdo eficientes para prevenir a
infeccdo, porém sob ataques de patégenos, as plantas também podem desencadear respostas
ativas de defesa, como a transcricdo de genes e elaboracdo de subprodutos de defesa, como
enzimas ou toxinas, as quais atrasam o desenvolvimento do patégeno ou levam a morte da
célula vegetal (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

As espécies reativas de oxigénio sdo moléculas que se acumulam rapidamente nas
células, no inicio do processo de interacdo patdgeno-hospedeiro, atuando na defesa da planta
em diversas situacdes. Estudos mostram que 0 aumento na concentracdo de peroxido de
hidrogénio (H20>) esta relacionado a reducéo na populagéo de patdgenos na planta (KUMAR,;
EBEL; ROBERTS, 2011a 2011b). Peroxidase, catalase e superdxido dismutase sdo enzimas
relacionadas a resisténcia que atuam no metabolismo oxidativo das plantas, contribuindo para
a defesa contra patdgenos através da regulacéo dos niveis de espécies reativas de oxigénio nas
células (CHEN et al., 2012).

Estudos indicam que variedades de citros apresentam diferentes niveis de resisténcia
ao cancro citrico (GONCALVES-ZULIANI et al., 2011; CARVALHO et al., 2015), a qual
pode estar relacionada com a transcricdo de genes, a producdo de enzimas relacionadas a
resisténcia e a reacdo de hipersensibilidade (KUMAR, EBEL, ROBERTS, 2011a, 2011b;
WANG et al., 2011; CHEN et al., 2012; PITINO, ARMSTRONG; DUAN, 2015).
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O uso de cultivares resistentes constitui a alternativa mais eficiente e segura para o
controle da doencga, uma vez que reduz os custos de producdo e evita danos a0 meio ambiente.
Desta forma, & extremamente importante conhecer 0s mecanismos da interacdo planta-
patdgeno, buscando esclarecer a natureza da resisténcia das plantas. Sendo assim, 0 presente
trabalho teve como objetivo estudar a atividade das enzimas relacionadas a resisténcia,

buscando detectar diferencas no nivel de resisténcia entre 14 genétipos Citrus.
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MATERIAL E METODOS

1. Implantagdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente ao Nucleo de Pesquisa
em Biotecnologia Aplicada (NBA) (23°23'57,8”S; 51°57'5,3”0 ¢ aproximadamente 500 m de
altitude) da Universidade Estadual de Maringa, Maringé-PR, de dezembro de 2016 a janeiro de
2017.

Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas trés plantas por genotipo, as quais
foram mantidas em casa de vegetacdo, com irrigacdo automatica. Com o objetivo de se obter
folhas jovens e homogéneas, as plantas foram podadas 50 dias antes da inoculagdo (VILORIA
et al., 2004) e foram realizadas adubacges periddicas de N, P, K e micronutrientes.

2. Material vegetal

Foram avaliados 14 genotipos de Citrus (Tabela 1) enxertados sob limédo-cravo (C.
limonia), provenientes do Viveiro de Mudas Pratinha (VMP), localizado no municipio de
Atalaia-PR. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisa em
Biotecnologia Aplicada (NBA) da Universidade Estadual de Maringa (UEM).

Destes 14 gendtipos, utilizou-se a variedade de laranja doce (C. sinensis) Hamlin como
controle suscetivel e a variedade Vermelha (C. reticulata) como controle resistente, para a
comparacao com os 12 gendtipos de Laranja Péra (Péra EEL, Péra Bianchi/CC, Péra IAC, Péra
Ipigua, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale Siracusa, Péra Ovale, Péra IAC 2000/2, Péra M5, Péra
Arapongas, Péra 58 e Péra 59).
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Tabela 1. Genotipos de Citrus utilizados no experimento.

Numeracao Genotipo Nome Comum Nome Cientifico
1 Hamlin Laranja doce C. sinensis
2 Vermelha Tangerina C. reticulata
3 Péra EEL Laranja doce C. sinensis
4 Péra Bianchi/CC Laranja doce C. sinensis
5 Péra IAC Laranja doce C. sinensis
6 Péra Ipigua Laranja doce C. sinensis
7 Péra IAC 2000/1 Laranja doce C. sinensis
8 Péra Ovale Siracusa Laranja doce C. sinensis
9 Péra Ovale Laranja doce C. sinensis
10 Péra IAC 2000/2 Laranja doce C. sinensis
11 Péra M5 Laranja doce C. sinensis
12 Péra Arapongas Laranja doce C. sinensis
13 Péra 58 Laranja doce C. sinensis
14 Péra 59 Laranja doce C. sinensis

3. Cultura bacteriana e preparo do inéculo

O preparo do in6culo foi realizado a partir de cultura pura de X. citri subsp. citri
(isolado Xcc 306), obtida junto ao acervo de culturas puras do Instituto Agrondmico do Parana
(IAPAR) e mantida em geladeira, em tampao fosfato (0,075 M, pH 7,0). A bactéria foi reativada
em placas de Petri contendo meio Manitol Glutamato Yeast (10 g manitol, 2 g &cido L-
glutdmico, 0,5 g fosfato de potassio, 0,2 g NaCl, 0,2 g MgSO47H-0, 1 g extrato de levedura,
15 g 4gar/L de agua destilada) (NOCCHlI, 2014).

As placas de Petri foram mantidas em estufa bacteriologica por 48 horas a 28°C e
posteriormente, transferiu-se as col6nias bacterianas para microtubos de 1,5 mL, contendo
tampéo fosfato (0,075 M, pH 7,0). A concentracdo do inoculo foi entdo ajustada para 108
unidades formadoras de coloénias/mL (UFC/mL), através da leitura a 600 nm em um aparelho
espectrofotdbmetro (BELASQUE JR.; JESUS JR.; 2006).
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4. Inoculacéo e coleta para analises bioquimicas

A inoculacdo foi realizada na face abaxial das folhas, através de oito perfuracfes
equidistantes no limbo foliar com agulha de 0,55 x 0,2 mm, previamente imersa em suspensao
bacteriana. Para cada perfuracédo, foi realizada uma imerséo em suspenséo bacteriana. A casa
de vegetacao foi molhada durante as primeiras 24 horas ap0s a inoculagdo, com o objetivo de
elevar a umidade e favorecer o estabelecimento da bactéria nas folhas.

Para as analises bioguimicas, as coletas foram realizadas em 4 periodos distintos: 0
horas (0 H), 24 horas ap6s a inoculacdo (24 H), aos 16 dias com a coleta de folhas sem inocular,
porém, em plantas inoculadas (16DSI — 16 dias sem inocular) e aos 16 dias apds a inoculagdo
(16 DAI), foi realizada a coleta de folhas inoculadas. Em cada tempo, foram coletadas 6 folhas
por gendtipo, sendo duas folhas por planta, as quais foram imediatamente armazenadas em

recipientes de isopor com gelo, para posterior extracdo enzimatica.

5. Extracdo enzimatica

A partir de cada folha coletada, 1,0 g foi macerado individualmente em nitrogénio
liguido e homogeneizado em almofariz gelado, com 3 mL de tamp&o fosfato de potassio 100
mM (pH 7,5), contendo EDTA 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 5% (p/v). Apos a
homogeneizacdo, o extrato obtido foi centrifugado a 10000 g durante 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante, considerado o extrato enzimatico, foi armazenado em freezer -80°C para a
posterior determinacdo do conteudo proteico e das atividades da peroxidase, catalase e

superdxido dismutase.

6. Proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada através do teste de Bradford (1976).
Uma aliquota de 1,0 mL do reagente de Bradford foi adicionada a 20 puL do extrato enzimatico
obtido anteriormente, diluido em agua destilada, na propor¢do de 1:5. As amostras
permaneceram incubadas por 5 minutos e em seguida, foi realizada a leitura em

espectrofotdbmetro a 595 nm. Como referéncia, foi utilizado 20 pL de agua destilada com 1,0
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mL do reagente de Bradford. Os valores de absorbancia foram plotados em uma curva padréo
de concentragBes de albumina de soro bovino (ASB) de 0 a 0,8 mg.ml™ e a concentragdo de

proteinas expressa em mg proteina.ml.

7. Determinagéo da Peroxidase de Guaiacol (EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase de guaiacol foi determinada a 30°C através do método
espectrofotométrico direto, pela medida da conversdo do guaiacol em tetraguaiacol em 470 nm
(LUSSO; PASCHOLATI, 1999). O meio de reacdo foi preparado adicionando-se 30 mL de
tampdo fostato de potassio 25 mM (pH 6,8), 35 pL de H20, 0,1 mM e 10 pL de guaiacol.

A cubeta de referéncia continha 2,6 mL de meio de reacdo. A atividade da peroxidase
foi mensurada em comprimento de onda de 470 nm, durante 5 minutos. Cada reagao foi iniciada
em espectrofotdmetro, mediante a adi¢do de 400 pL de extrato enzimatico em 2,6 mL de meio

de reacéo. Os resultados foram expressos em pmols de tetraguaiacol.min™.mg proteina™.

8. Determinacéo da Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada pelo método de Goth (1991), modificado por
Tomankova et al. (2006). Inicialmente, 50 pL do extrato enzimatico foram adicionados a tubos
de ensaio contendo 50 L de tampdo fosfato de sddio 0,1 M (pH7,0). A reacéo foi iniciada com
a adicéo de 0,5 mL de H202 60 mM. Esta solugéo foi incubada em banho-maria a 37°C por 4
minutos. Apds este periodo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 0,5 mL de molibdato de
amonio 32,4 mM. Em seguida, as amostras foram armazenadas no escuro por 5 minutos.

Para cada amostra, foi preparado um branco, através da adi¢do de 0,5 mL de molibdato
de amodnio 32,4 mM seguida da adicdo de 0,5 mL de H202 60 mM, omitindo o periodo de
reacdo. A quantidade de H.O> consumido na reacdo foi monitorada em espectrofotémetro a 405
nm, e a diferenca entre a absorbancia do branco e da amostra foi utilizada para o célculo da
atividade da catalase, o qual foi realizado utilizando o coeficiente de extingdo molar de uma
curva padrdo de H20; (¢ = 0,0085 mM™ cm™) e os resultados expressos em pmol H20, min™

mg proteina.
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9. Determinacdo da Superdxido Dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1)

A atividade da superoxido dismutase foi determinada através da metodologia descrita
por Giannopolitis e Ries (1977). O meio de reacdo foi composto por 20 pL de extrato
enzimatico, 1,33 mL de tampéo fosfato 50 mMM/EDTA 1 mM (pH 7,8), 50 pL de L-metionina
13 mM, 20 pL de nitro blue tetrazolium (NBT) e 100 pL de riboflavina 4 uM. Um branco para
cada amostra foi feito seguindo as mesmas dosagens anteriormente citadas, porém sem a adicédo
do extrato enzimatico.

Os tubos de ensaio contendo as amostras foram mantidos a 25°C sob luz direta por 10
minutos. A reducdo do NBT foi acompanhada em espectrofotometro a 560 nm. A diferenca
entre 0 branco e a amostra foi considerada para a determinacdo da atividade da superoxido
dismutase, que consiste na inibicdo do NBT, pela dismutacdo enzimatica do superdxido. Os
resultados foram expressos em unidade de enzima por grama de proteina (U SOD.mg proteina

L min™).

10. Anélises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 14
tratamentos (genotipos de citros), 4 repeticdes para a catalase e 6 repeticdes para a peroxidase
e superoxido dismutase. Foram realizadas analises de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, utilizando o Programa SAS (Statistical
Analysis System, 1995).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Atividade da Peroxidase

A atividade da peroxidase foi constatada em todos os tempos avaliados (0 H,24 H, 16
DSl e 16 DAI) e através da Figura 1, é possivel perceber que houveram diferencas significativas
entre 0s gendtipos avaliados. Pelo gréfico pode-se visualizar que nas variedades controles,
Hamlin e Vermelha, houve aumento da atividade da peroxidase 24 horas apds a inoculagdo com
a bactéria e também aos 16 DAI, quando comparado ao periodo de 0 H e 16 DSI, sendo essa
diferenca mais significativa no gendtipo suscetivel Hamlin. Essa mesma caracteristica pode ser
observada de forma significativa na variedade Péra IAC. A variedade Péra Ovale também
apresentou 0 mesmo comportamento, com um aumento na atividade da peroxidase, em ambos
0s periodos, porém de forma menos acentuada.

O aumento significativo da atividade da peroxidase na variedade Péra IAC aos 16 DAI,
pode estar relacionada a resposta de hipersensibilidade, na qual as plantas sob estresse
acumulam mais H202 no espaco intercelular, realizando o processo de apoptose celular, com o
objetivo de conter o desenvolvimento do patdgeno, impedindo que a doenca evolua para outras
partes da planta.

Por outro lado, na variedade Hamlin, considerada suscetivel, estudos sugerem que 0
aumento na producdo de peroxido, ocorre de forma gradual, quando comparado a outras
variedades consideradas resistentes, ndo sendo suficiente para conter o desenvolvimento da
bactéria na planta (KUMAR; EBEL, ROBERTS, 2011a, 2011b). Estes mesmos autores
observaram um aumento nas atividades da peroxidase na variedade Hamlin inoculada com X.
axonopodis pv. citri, a partir do 1 DAI, até os 20 DAI, sendo que o pico de producdo desta
enzima ocorreu 14 dias apés a inoculacdo com a bactéria. Observaram ainda que apesar de um
aumento na atividade da peroxidase, esta variedade apresentava sintomas caracteristicos da
doenca, assim como aos 4 DA, a populacao de bactérias permanecia elevada na planta, quando
comparada com a variedade resistente.

Ainda observando o grafico da Figura 1, pode-se constatar que a variedade Péra
Arapongas apresentou um aumento na atividade da peroxidase 24 horas apos a inoculagao e
uma diminuicdo da atividade aos 16 DAI. Por outro lado, os gendtipos Péra Bianchi/CC e Péra
58, mostraram uma menor atividade da peroxidase a 24 H e um aumento com 16 DAI, quando

66



comparados ao mesmo periodo sem inocular. Os geno6tipos Péra Ovale Siracusa, Péra 59, Péra
EEL, Péra Ipigua, Péra IAC 2000/1, Péra IAC 2000/2 e Péra M5, apresentaram uma diminuicdo

na atividade da peroxidase em ambas as datas inoculadas, quando comparados a mesma data

sem inocular.
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Figura 1. Atividade da peroxidase em genotipos de citros inoculadas com Xanthomonas citri
subsp. citri, em diferentes tempos apds a inoculacdo (H: horas apds a inoculacdo, DSI: Dias
sem inocular, DAI: Dias apds inocular). ** Nivel de significancia a 5%. Barras indicam a média
* desvio padréo.

Ao analisar a atividade da peroxidase em tempos isolados, tem-se que nas folhas sem
inocular, a atividade da peroxidase foi maior nas variedades Péra 58 e Péra Bianchi/CC. A
variedade Péra 59, apresentou atividade moderada nesta data de avaliacdo, equiparando-se a
variedade controle suscetivel Hamlin, enquanto que os gendtipos Péra EEL, Péra IAC, Péra
Ipigua, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale Siracusa, Péra Ovale, Péra M5 e Péra Arapongas,
apresentaram menores taxas de atividade da peroxidase, sendo similares a variedade Vermelha,

o controle resistente (Figura 2a).
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Figura 2: Atividade da peroxidase nos 14 gendtipos de citros. a) 0 H — 0 hora, b) 24 H — 24
horas ap6s a inoculagdo com Xanthomonas citri subsp. citri. ¢) 16 DSI- coleta de folhas ndo
inoculadas em plantas inoculadas, 16 dias apds a inoculacdo, d) 16 DAI — 16 dias apds inocular.
As letras a, b, ¢ e d indicam o agrupamento das médios pelo teste de Scott Knott a 5 % de
significancia.

Ao observar a Figura 2b, pode-se perceber que houve uma alteracdo consideravel em
relacdo a atividade da peroxidase nas variedades avaliadas 24 horas apos a inocula¢do com a
bactéria X. citri subsp. citri, uma vez que o genotipo Péra IAC apresentou um aumento
significativo na atividade da peroxidase, igualando-se estatisticamente a variedade suscetivel
Hamlin, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Um leve aumento na atividade desta
mesma enzima também pdde ser observado na variedade Péra Arapongas.

Nesta mesma data de avaliacdo, foi possivel observar que as variedades Péra
Bianchi/CC e Péra 58 apresentaram uma reduc¢éo na atividade da peroxidase, equiparando-se
estatisticamente as variedades Péra Arapongas e Péra 59. As laranjas doce, variedade Péra EEL,
Ipigud, IAC 2000/1, Ovale Siracusa, Ovale, IAC 2000/2 e M5, apresentaram atividade de
peroxidase semelhantes ao controle resistente Vermelha, 24 horas ap0s a inoculagéo.

Considerando as avaliacbes aos 16 dias, em folhas ndo inoculadas (Figura 2c),
observa-se que 0s genotipos Péra 59, Péra Arapongas e Péra Bianchi/CC apresentaram 0s

maiores niveis de atividade da peroxidase, sendo estatisticamente semelhantes a variedade

68



suscetivel Hamlin, enquanto as variedades Péra EEL, Péra Ipigud, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale,
Péra IAC 2000/2 e Péra M5, permaneceram com as menores taxas de atividade desta enzima.

Analisando o grafico de médias da atividade da peroxidase aos 16 DAI (Figura 2d), é
possivel perceber que houve alteracdo na producdo desta enzima, devido a inoculacdo com a
bactéria X. citri subsp. citri. Os mesmos genotipos Hamlin e Péra IAC que haviam apresentado
as maiores taxas de producdo de peroxidase 24 horas ap6s a inoculagdo, continuaram
apresentando niveis elevados aos 16 DAI. A variedade Péra 58, nesta avaliacdo também
mostrou taxas de producdo de peroxidase elevadas, similares a Hamlin e Péra IAC. Por outro
lado, as variedades Péra EEL, Péra Ipigud, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale, Péra IAC 2000/2 e
Péra M5 continuaram exibindo os menores niveis de atividade da peroxidase aos 16 DAI.

Wang et al. (2011), ao avaliar duas variedades contrastantes, em relacdo a resisténcia
ao cancro citrico, constataram que a variedade resistente apresentou niveis elevados e
constantes de atividade da peroxidase ap6s a inoculagdo com a bactéria X. citri subsp. citri,
enquanto a variedade suscetivel apresentou uma reducao da atividade desta enzima 7 DAL

Outros estudos indicam que as peroxidases participam de uma série de processos
fisiolégicos relacionados a defesa, como ligacdo cruzada de proteinas da parede celular e
oxidacdo de compostos fendlicos durante a formacao da lignina. Sob condic@es de estresse, em
plantas, a atividade da peroxidase aumenta nos espacos intercelulares, estimulando o
endurecimento da parede celular (RANIERI et al., 2001).

Desta forma, através deste experimento, foi possivel perceber que houve uma ativacao
dos mecanismos de defesa bioquimicos das plantas, através de um aumento significativo nos
niveis de atividade da peroxidase apds a inoculacdo dos gendtipos de citros com a bactéria X.
citri subsp. citri. Além disso, ap6s a inoculacdo, foi possivel detectar um aumento da atividade
da peroxidase principalmente nos genétipos Hamlin e Péra IAC 24 horas ap06s a inoculagéo, e

nestes mesmos genotipos e na variedade Péra 58, aos 16 DAL,

2. Atividade da Catalase

Em todas as avalia¢fes foram observadas diferencas significativas entre 0os genotipos
avaliados, sendo que a 0 horas, foi possivel detectar diferencas significativas a um nivel de
significancia de 10%, enquanto que nos outros tempos de avaliacdo (24 H, 16 DSI e 16 DAI),

as diferencas entre os tratamentos foram significativas a um nivel de significancia de 5%.
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Através da Figura 3, pode-se perceber que o genoétipo suscetivel Hamlin, apresentou
teores elevados de catalase a 0 H e também os maiores teores de atividade de catalase aos 16

DAI, quando comparada com as demais variedades.

160
—
w140
k=
T 120
(@]
—
(o8
£
—
.80
o
= OH*
£ 60 .
O: _ W 24 H **
T 40 | J l l I B 16 DSI **
Q
§ 20 - 8@ IE 5 B I 16 DAl **
l- B
0
< ] ~ @] @]} o N~ > 7] v “ & % oo
F F§ VT FggFgge s & "
£ & § P L ° P &
g .§ &} Q‘? < &
Q Ng ;73 N <
o

Tratamentos (Genotipos)

Figura 3.: Atividade da catalase em genétipos de citros inoculadas com Xanthomonas citri
subsp. citri, em diferentes tempos de coleta (H: horas ap6s a inoculacdo, DSI: Dias sem
inocular, DALI: Dias ap6s inocular). *Nivel de significAncia a 10%. **Nivel de significancia a
5%. Barras indicam a média + desvio padréo.

A variedade Péra IAC, entretanto, mostrou niveis elevados de catalase em plantas
inoculadas em ambos os dias de coleta (1 DAI e 16 DAI), em relacdo as avaliacdes realizadas
em folhas ndo inoculadas. Wang et al. (2011), estudando duas variedades contrastantes
inoculadas com X. citri subsp. citri, observou que a variedade resistente Meiwa apresentou
teores mais elevados de catalase quando comparados com a variedade suscetivel Newhall.

As variedades Vermelha, Péra EEL, Péra Ovale e Péra IAC 2000/2, da mesma forma
que o genotipo Péra IAC, também apresentaram maior producéo de catalase ap6s a inoculagéo
com a bactéria, em ambos os dias de coleta. Por outro lado, as Péras Bianchi/CC, Ovale Siracusa
e 58, mostraram uma reducdo nos niveis de catalase ap6s a inoculagdo com X. citri subsp. citri
tanto no 1 DAI como aos 16 DAL.
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Ainda observando a Figura 3, observa-se que 0s genétipos Hamlin, Péra Bianchi/CC,
Péra Ovale Siracusa, Péra 58, Péra IAC 2000/1 e Péra M5, apresentaram um aumento da
producdo de catalase no decorrer do tempo, uma vez que aos 16 DAI, os niveis de catalase
apresentaram-se mais elevados do que no 1 DAI.

Ao analisar as médias de producdo de catalase em cada dia de coleta, tem-se a 0 H
(Figura 4a), a variedade de laranja doce Hamlin, exibiu o maior nivel de producéo desta enzima,
guando comparada as demais variedades, através do teste de Scott-Knott a 10% de
significancia.

Considerando as andlises no primeiro dia apo6s a inoculacdo (24 H) (Figura 4b) é
possivel constatar que houve uma diferenca consideravel nos niveis de producdo de catalase,
principalmente nas variedades Péra IAC e Péra Arapongas, as quais apresentaram maiores taxas
de producéo de catalase. A variedade suscetivel Hamlin exibiu uma reducéo na atividade desta
enzima, equiparando-se a variedade Vermelha e as demais variedades de laranjas Péra.

Analisando a Figura 4c, tem-se que na coleta de folhas ndo inoculadas, aos 16 dias (16
DSI), a maior taxa de producdo de catalase ocorreu na variedade Péra Arapongas, a qual teve
média semelhante as variedades de laranja doce Hamlin, Péra Ovale Siracusa, Péra 58, Péra 59
e Péra Bianchi/CC. Por outro lado, as menores médias de producdo desta enzima foram
visualizadas nos gendtipos de Péra EEL, Péra IAC, Péra Ipigud, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale,
Péra IAC 2000/2 e Péra M5, as quais foram semelhantes a variedade resistente Vermelha no
teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Observando o gréfico da Figura 4d, tem-se que as variedades Hamlin e Péra IAC,
foram as que mais produziram catalase, juntamente com as variedades Vermelha, Péra
Bianchi/CC, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale Siracusa, Péra 58 e Péra 59.
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Figura 4: Atividade da catalase nos 14 gendtipos de citros. a) 0 H — 0 hora, b) 24 H — 24 horas
apo6s a inoculacdo com Xanthomonas citri subsp. citri. ¢) 16 DSI- coleta de folhas néo
inoculadas em plantas inoculadas, 16 dias ap6s a inoculagéo, d) 16 DAI — 16 dias ap6s inocular.
As letras a e b indicam o agrupamento das médias pelo teste de Scott-Knott, a 10% de
significancia na “figura a)” e 5% de significancia, nas demais imagens.

3. Atividade da Superoxido Dismutase

Ao comparar a atividade da superdxido dismutase nos 14 genotipos de citros
inoculados com X. citri subsp. citri (Figura 5), pode-se perceber que o gendtipo suscetivel
Hamlin apresentou as maiores taxas de producdo de superoxido dismutase no 1 DAI, porém
aos 16 DAL, os niveis cairam significativamente. Estes resultados corroboram com os estudos
de Kumar, Ebel e Roberts (2011b), onde avaliando a variedade Hamlin, observaram picos de
producdo desta mesma enzima com 1 DAI e 8 DAI, com posterior diminuicéo da atividade da

superoxido dismutase aos 14 DAL.
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Figura 5. Atividade da superéxido dismutase em genétipos de citros inoculadas com
Xanthomonas citri subsp. citri, em diferentes tempos de coleta (H: horas ap6s a inoculacéo,
DSI: Dias sem inocular, DAI: Dias ap6s inocular). ** Nivel de significancia a 5%. Barras
indicam a média * desvio padrao.

As variedades Péra Bianchi/CC, Péra IAC, Péra 58, Péra Ovale e Péra M5,
apresentaram um aumento da producdo de superdxido dismutase nas andlises das folhas
inoculadas com X. citri subsp. citri, em ambos os periodos (1 DAI e 16 DAI), enquanto os
gendtipos Péra Ovale Siracusa, Péra Arapongas e Péra 59, nestes mesmos tempos de avaliacéo,
tiveram uma reducdo nos teores de producdo desta enzima, quando comparados as amostras
sem inocular.

Comparando o primeiro dia antes da inoculagdo com 1 DAI, observa-se que as
variedades Péra EEL, Péra Ipigua, Péra IAC 2000/1, Péra IAC 2000/2 e Hamlin tiveram uma
elevacdo nos teores de producdo de superdxido dismutase, com posterior reducdo destas
concentracOes aos 16 DSl e 16 DAI.

Ao analisar as médias de producédo de superdxido dismutase separadamente, tem-se
que a 0 H (Figura 6a), a variedade Péra Bianchi/CC apresentou o maior nivel de producéo de
superdxido dismutase, juntamente com as variedades Péra 58 e Péra 59. Em contrapartida, as
variedades Péra M5 e Péra Ipigud, foram aquelas que apresentaram as menores médias de

producéo desta enzima.
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Ao considerar as 24 horas apds a inoculacdo (24 H — Figura 6b), a variedade suscetivel
Hamlin apresentou a maior taxa de producdo de superdxido dismutase, sendo semelhante as
variedades Péra IAC e Péra 58. Um leve aumento na atividade da superdxido dismutase também
foi percebido nas variedades Vermelha, Péra EEL, Péra Ipigua, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale e
Péra M5. Este aumento pode estar relacionado com a entrada do patgeno na planta através da

inoculacdo, como foi observado nos estudos de Kumar et al. (2011b).
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Figura 6. Atividade da superdxido dismutase nos 14 geno6tipos de citros. a) 0 H — 0 hora, b) 24
H — 24 horas ap0s a inoculagdo com Xanthomonas citri subsp. citri. c) 16 DSI- coleta de folhas
ndo inoculadas em plantas inoculadas, 16 dias apds a inoculacdo, d) 16 DAI — 16 dias ap6s
inocular. As letras a, b, ¢, d e e indicam o agrupamento de médias pelo teste de Scott-Knott,
com nivel de significancia de 5%.

A variedade Péra 59, nesta mesma data de avaliagdo, exibiu uma reducéo significativa
na atividade enzimética da SOD em relacdo a coleta de 0 H. Outras variedades como Péra
Bianchi/CC, Péra Ovale Siracusa e Péra Arapongas também apresentaram uma redugdo na
concentracdo desta enzima, porém de forma menos acentuada.

Aos 16 dias, com a coleta de folhas ndo inoculadas (16 DSI - Figura 6c¢), foi possivel

observar que houve um aumento nos teores da superoxido dismutase quando os dados sao

74



comparados a 0 H. As variedades Hamlin, Vermelha, Péra Bianchi/CC, Péra IAC, Péra Ovale
Siracusa, Péra Arapongas, Péra 58 e Péra 59, apresentaram teores elevados, significativamente
diferentes das Péras EEL, Ipigud, IAC 2000/1, Ovale, IAC 2000/2 e M5, as quais apresentaram
médias de producéo de superoxido dismutase, relativamente baixas.

Observando a Figura 6d, observa-se que os gendtipos Péra IAC, Péra Bianchi/CC e
Péra 58 produziram mais superdéxido dismutase que as variedades utilizadas como controle,
enquanto as Péras EEL, Ipigua, IAC 2000/1, Ovale, IAC 2000/2, M5 e Arapongas exibiram as
menores medias de produc¢do desta enzima.

Ao comparar o grafico de 24 H (Figura 6b) com o de 16 DAI (Figura 6d), pode-se
perceber que a houve uma leve diminuicdo na producéo de superdxido dismutase nas variedades
Péra EEL, Péra Ipigua, Péra IAC 2000/1, Péra Ovale, Péra IAC, Péra IAC 2000/2, Péra M5,
Péra Arapongas e Péra 58. E uma diminuicdo mais perceptivel nos teores de producdo da
superoxido dismutase na variedade suscetivel Hamlin.

Analisando os resultados obtidos com relacdo a atividade da superdxido dismutase,
pode-se notar que as variedades Péra IAC, Péra Bianchi/CC e Péra 58 apresentaram maiores
niveis de producdo desta enzima aos 16 DAI, quando comparadas aos demais genotipos
avaliados. Este resultado pode estar relacionado com o desenvolvimento da X. citri subsp. citri
no tecido vegetal, uma vez que a presenca de atividade bacteriana promove a elevacdo de
atividade da superdxido dismutase, assim como o acimulo de peroxido nas células (KHALAF
etal., 2007; KUMAR; EBEL; ROBERTS, 2011a, 2011b; CHEN et al., 2012).

4. Enzimas relacionadas a defesa

Segundo Wang et al. (2011) a ativacdo das enzimas envolvidas em vaérias vias
metabdlicas tem sido sugerida como um mecanismo critico para uma planta hospedeira se
defender contra um invasor patogénico. Desta forma, ao analisar os resultados das trés enzimas
(peroxidase, catalase e superoxido dismutase) de forma conjunta, tem-se que aos 16 dias ap0s
a inoculacdo, apenas a variedade Péra IAC, apresentou uma elevacdo nos elevados das trés
enzimas, quando comparada aos demais genotipos.

Este resultado pode estar relacionado a resposta de hipersensibilidade, uma vez que

altos niveis de H20- nas células coincidiram com a resposta de hipersensibilidade em Kumquat,
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a qual exibiu morte celular localizada no ponto de infeccdo pela bactéria X. citri subsp. citri
(KUMAR; EBEL; ROBERTS, 2011a).
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CONCLUSOES

- Houveram diferencas na atividade das enzimas peroxidase, catalase e superoxido
dismutase apds a inoculagdo das 14 variedades de citros com X. citri subsp. citri.

- Dentre os gendtipos avaliados, apenas a variedade de laranja doce (C. sinensis L.)
Péra IAC apresentou elevacgdo dos teores na atividade das trés enzimas analisadas (peroxidase,
catalase e superoxido dismutase) aos 16 dias ap6s a inoculacdo, sendo considerada mais

resistente, quando comparada as demais variedades avaliadas.
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CAPITULO 11l

ANALISE MORFOLOGICA DA EPIDERME DE GENOTIPOS DE
CITROS A Xanthomonas citri subsp. citri ATRAVES DA MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA
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RESUMO
O Brasil € considerado o maior produtor mundial de laranjas, entretanto a citricultura brasileira,
ainda é afetada por diversos fatores, entre eles o cancro citrico. Esta doenca, causada pela
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, afeta a maioria das variedades comerciais de citros e
sua severidade varia de acordo com o hospedeiro infectado. Estudos mostram que a resisténcia
ao cancro citrico € variavel, sendo que toranjas (Citrus paradisi Macf.), limas (C. aurantifolia
Swingle), e limdes (C. limon L. Burm. F.) sdo consideradas altamente suscetiveis, as laranjas
doce (C. sinensis) sdo consideradas moderadamente suscetiveis, enquanto tangerinas (C.
reticulata), calamondin (Citrofortunella) e kumquat (Fortunella spp.) sdo consideradas
resistentes. Desta forma, o objetivo do trabalho foi comparar a morfologia de 14 gen6tipos de
citros e observar a reacdo destes genotipos a infeccdo pela bactéria aos 4, 8, 12 e 16 dias apds
a inoculacdo com X. citri subsp. citri através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
Foram realizadas medi¢des da densidade estomatica, area média da abertura estomatica e area
estomatica total. A variedade de laranja do (C. sinensis) Péra Bianchi/CC apresentou 0s
menores valores para as trés caracteristicas analisadas, e foi possivel comparar o

desenvolvimento da populacdo de X. citri subsp. citri nas diferentes variedades de citros.

Palavras-chave: Resisténcia. Cancro citrico. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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ABSTRACT
Brazil is considered the world's largest producer of oranges, but Brazilian citrus industry is still
affected by several factors, including citrus canker. This disease, caused by the bacterium
Xanthomonas citri subsp. citri, affects most commercial citrus varieties and its severity varies
according to the infected host. Studies have shown that resistance to citrus canker is variable,
with grapefruit (Citrus paradisi Macf.), limes (C. aurantifolia Swingle), and lemons (C. limon
L. Burm F.) being considered highly susceptible, sweet oranges (C. sinensis) are considered
moderately susceptible, while mandarins (C. reticulata), calamondin (Citrofortunella) and
kumquat (Fortunella spp.) are considered resistant. The objective of this work was to compare
the morphology of 14 Citrus genotypes and to observe the reaction of these varieties to infection
by the bacteria at 4, 8, 12 and 16 days after inoculation with X. citri subsp. citri through
Scanning Electron Microscopy (SEM). Measurements of stomatal density, stomatal aperture
mean area and total stomatal area were performed. The sweet orange (C. sinensis) Péra
Bianchi/CC variety showed the lowest values for the three characteristics analyzed and it was
possible to compare the development of the population of X. citri subsp. citri in different

varieties of citrus.

Keywords: Resistance. Citrus canker. Scanning Electron Microscopy (SEM).
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INTRODUCAO

O Brasil € considerado o maior produtor mundial de laranjas, com uma producédo de
aproximadamente 19 milhdes de toneladas. A citricultura brasileira, entretanto, ainda é afetada
por inimeras doencas, dentre elas o cancro citrico merece destaque. Causado pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006), o cancro citrico afeta a maioria das
variedades comerciais de citros e a severidade da doenca é variavel de acordo com o hospedeiro
infectado (LEITE JR., 1990; BRUNNING; GABRIEL, 2003; SHARMA; SHARMA, 2008).

A variacdo na suscetibilidade e resisténcia das plantas de citros a X. citri subsp. citri
pode estar intimamente relacionada com a morfologia das variedades, uma vez que as
diferengas nas espessuras da camada de cera, densidade estomética e anatomia dos estdbmatos
podem facilitar ou dificultar a entrada do patdégeno na planta (GRAHAM et al., 1992;
GOTTWALD et al., 1993; AMARAL et al., 2010).

Outros fatores moleculares, como a presenca de proteinas de resisténcia, genes de
aviruléncia do patdgeno e presenca de genes de resisténcia e suscetibilidade nas plantas também
sdo fatores determinantes para as diferencas na suscetibilidade entre os gendtipos de citros (HU
etal., 2014; ABE; BENEDETTI, 2016; KOBAYASHI et al., 2017).

Estudos mostram que a resisténcia ao cancro citrico é variavel nas diferentes espécies
citricas. No geral, toranjas (Citrus paradisi Macf.), limas (C. aurantifolia Swingle), e lim&es
(C. limon L. Burm. F.) sdo consideradas altamente suscetiveis ao cancro citrico, as laranjas doce
(C. sinensis) sdo consideradas moderadamente suscetiveis a doenca, engquanto tangerinas (C.
reticulata), calamondin (Citrofortunella) e kumquat (Fortunella spp.) sdo consideradas
resistentes (AMARAL et al., 2010; ZHANG et al., 2010; CARVALHO et al., 2015; PITINO et
al., 2015; CHEN et al., 2016).

Dentro do grupo de laranjas doce (C. sinensis L.), as laranjas Péra EEL, Bianchi, IAC,
Ipigud, Ovale Siracusa foram consideradas moderadamente resistentes e a variedade Hamlin,
considerada suscetivel (AMARAL et al., 2010; GONCALVES-ZULIANI et al., 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos observar as diferencas
morfoldgicas entre 14 genotipos de citros através da Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) e observar a reacdo destes gendtipos a infeccdo pela bactéria aos 4, 8, 12 e 16 dias ap0s

a inoculagéo com X. citri subsp. citri.
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MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal

Foram utilizados 14 genotipos de Citrus (Tabela 1) enxertados sob limao-cravo (C.

limonia), provenientes do Viveiro de Mudas Pratinha (VMP), Atalaia-PR.

Tabela 1. Genétipos de Citrus utilizados no experimento de Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV).

Numeracao Gendtipo Nome Comum Nome Cientifico
1 Hamlin Laranja doce C. sinensis
2 Vermelha Tangerina C. reticulata
3 Péra EEL Laranja doce C. sinensis
4 Péra Bianchi/CC Laranja doce C. sinensis
5 Péra IAC Laranja doce C. sinensis
6 Péra Ipigua Laranja doce C. sinensis
7 Péra IAC 2000/1 Laranja doce C. sinensis
8 Péra Ovale Siracusa Laranja doce C. sinensis
9 Péra Ovale Laranja doce C. sinensis
10 Péra IAC 2000/2 Laranja doce C. sinensis
11 Péra M5 Laranja doce C. sinensis
12 Péra Arapongas Laranja doce C. sinensis
13 Péra 58 Laranja doce C. sinensis
14 Péra 59 Laranja doce C. sinensis

2. Implantacéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisa em
Biotecnologia Aplicada (NBA) (23°23'57,8” S; 51°57'5,3” O) e aproximadamente 500 m de
altitude) e na Central de Microscopia (CMI-COMCAP), ambos da Universidade Estadual de

Maringa (UEM). Foram utilizadas duas plantas por genétipo, as quais foram mantidas em casa
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de vegetacdo, com irrigacdo automatica. Os 14 genotipos receberam adubacdes periddicas de
N, P, K e micronutrientes. Aproximadamente 50 dias antes da inoculagéo, as plantas foram
podadas, para a obtencdo de folhas jovens e homogéneas, com 75 a 100% de expansao foliar
(VILORIA et al., 2004).

3. Cultura bacteriana, preparo do inoculo e inoculagdo

O in6culo foi preparado a partir de cultura pura de X. citri subsp. citri (isolado Xcc
306) fornecida pelo Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) e mantida em geladeira em
tampdo fosfato (0,075M, pH 7,0). Para a reativacao da bactéria, a mesma foi semeada em placas
de Petri contendo meio Manitol Glutamato Yeast (10 g manitol, 2 g acido L-glutamico, 0,5 g
fosfato de potéssio, 0,2 g NaCl, 0,2 g MgSO47H>0, 1 g extrato de levedura, 15 g &gar/L de 4gua
destilada), segundo Nocchi (2014).

As placas de Petri foram acondicionadas em estufa bacterioldgica por 48 horas a 28°C.
Apbs este periodo, as colbnias bacterianas foram recolhidas e alocadas em microtubos de 1,5
mL, contendo tampéo fosfato (0,075 M, pH 7,0). A concentracdo do in6culo foi ajustada para
108 unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL), através da leitura a 600 nm em um
aparelho espectrofotdmetro (BELASQUE JR.; JESUS JR.; 2006).

A inoculacdo foi realizada através de seis perfurac@es equidistantes na face abaxial das
folhas com agulha de 0,55 x 0,2 mm previamente imersa em suspensao bacteriana. Para cada
perfuracdo, foi realizada uma imerséo da agulha em na suspensdo. Foram inoculadas 2 plantas
por genétipo e 10 folhas por planta. A casa de vegetacdo foi mantida Umida, através de
molhamento com mangueira, sem que a agua atingisse as folhas inoculadas, durante as
primeiras 24 horas ap0s a inoculacdo, para elevar a umidade e favorecer o estabelecimento da

bactéria nas plantas.

4. Avaliagdo por Microscopia Eletrénica de Varredura

As amostras foram coletadas em 5 tempos distintos: antes da inoculagdo com a bactéria

X. citri subsp. citri (0 H), e aos 4, 8, 12 e 16 dias apés a inoculagdo (DAI). Em cada tempo de
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avaliacdo, foram coletadas 2 folhas por planta de cada genétipo e nestas folhas, foram feitos
cortes de 5x5mm com o auxilio de um bisturi esterilizado.

Para melhor visualizacdo, nas amostras sem inocular (0 H), os cortes foram feitos
préximos as nervuras secundarias, para distinguir as faces abaxial e adaxial. Nas amostras
inoculadas, os cortes foram feitos ao redor das lesdes.

Posteriormente, o material vegetal cortado, foi armazenado em microtubos contendo
solucéo tampao fixadora, composta por Cacodilato de sodio 0,1M (pH7,2 - 7,4) e Glutaraldeido
2,5%. Nesta fase, as amostras foram mantidas em geladeira até o término das coletas. Apos esta
etapa, procedeu-se a triplice lavagem das amostras em Cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2 —7,4)
e a desidratacdo das mesmas em gradiente crescente de etanol (30, 50, 70, 80, 90, 95 e 100%).
As amostras permaneciam em cada etapa de desidratacdo por aproximadamente 10 minutos.
No etanol 100%, a desidratacao foi repetida trés vezes (GONCALVES-ZULIANI et al., 2016).

Ap0s a desidratacdo das amostras em gradiente de etanol, as amostras foram levadas
para o laboratdrio da Central de Microscopia (CMI-COMCAP), da Universidade Estadual de
Maringa, onde foram realizadas as etapas seguintes. Para a visualizacdo das amostras, foi
realizado previamente o Ponto critico, que consiste na total desidratacdo das amostras, pela
substituicdo do etanol por CO.. Esta etapa foi realizada no aparelho Baltec CPD 030. As
amostras foram entdo, metalizadas em ouro, através de trés ciclos de 5 minutos com corrente
de 6mA, em aparelho metalizador Baltec SCD 050 e em seguida, as amostras foram levadas

para a observacdo no Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) Quanta 250.

5. Analise das imagens

Apbs a visualizacdo das imagens, foram utilizadas 5 imagens de cada variedade no
tempo 0 H (antes da inoculacdo), com magnificagdo de 1000x, para a mensuracdo da densidade
estomatica (quantidade de estbmatos por unidade de area foliar), tamanho médio de estdmatos
e medicdo da area total da abertura estomatica. Para a obtencdo das medidas, foi utilizado o
programa Image J e, posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia (Teste
F) e as médias comparadas, através do teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o
programa SAS (Statistical Analysis System, 1995).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias ndo possuem a capacidade de penetrar na epiderme vegetal, sendo assim,
estes microrganismos dependem da presencga de aberturas naturais ou ferimentos, para penetrar
nas plantas (MELOTTO et al., 2006). Devido a importancia dos estdmatos como portas de
entrada para a X. citri subsp. citri em plantas de citros, foi realizada a comparacéo da quantidade
média de estbmatos por area de superficie foliar, 0 tamanho médio dos estbmatos e da area total
da abertura estomatica nos 14 gendtipos de citros.

Na Figura 1, tem-se as médias das densidades estomaticas, das 14 variedades de citros
analisadas, ou seja, foram feitas as médias das quantidades de estbmatos observadas em uma
superficie foliar de 115000 um?2. A variedade resistente Vermelha foi a que apresentou a maior

densidade estomatica (73,6 estdbmatos), enquanto as variedades Hamlin, Péra Bianchi/CC, Péra

~
(]

(=]
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Figura 1. Comparacdo das médias da densidade estomatica de 14 variedades de Citrus, em uma
area foliar de 155000 um?. Médias seguidas das mesmas letras ndo difeririam entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5%.

Na Figura 2 é possivel comparar os tamanhos médios da area da abertura estomatica
dos 14 gendtipos de citros analisados. Pela imagem, é possivel perceber que a variedade

controle Vermelha apresentou a maior média de tamanho de estbmato (26,7 um?), seguida pela
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variedade suscetivel Hamlin (23,4 um?). Os menores tamanhos da abertura estomética foram
obtidos pelas variedades Péra Arapongas e Péra Bianchi/CC, as quais apresentaram 11,8 um2 e
12,7 um?, respectivamente. As variedades Péra Ovale Siracusa, Péra EEL, Péra IAC, Péra

Ipigué e Péra 59 tiveram valores médios de abertura estomatica que variaram de 14 um2 a 15,2
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Figura 2. Comparacdo dos tamanhos médios da area de abertura estomética de 14 variedades
de Citrus. Médias seguidas das mesmas letras ndo difeririam entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5%.

Wang et al (2011) avaliou duas variedades contrastantes com relagdo a resisténcia ao
cancro citrico e verificou, através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) que a
variedade Meiwa (Fortunella crassifolia), considerada resistente, apresentou menor densidade
estomatica e estdbmatos menores, quando comparados a variedade suscetivel Newhall (C.
sinensis).

Embora neste experimento, a variedade resistente Vermelha tenha apresentado areas
de abertura estomatica, quantidade de estdmatos e tamanho de estbmatos maiores, quando
comparada as demais variedades, neste caso, sua resisténcia pode ser justificada por outros
fatores, como a presenca de uma camada de cera mais resistente, e a presenca de menos
estruturas rugosas na superficie foliar que possam facilitar a aderéncia da bactéria na folha,
guando comparada com a variedade suscetivel Hamlin, por exemplo, como pode ser observado
na Figura 3.
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Figura 3. Comparacdo da superficie abaxial foliar da variedade suscetivel de laranja doce
(Citrus sinensis) Hamlin (A) e variedade resistente de tangerina (C. reticulata) Vermelha (B).
Imagens feitas em Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 250, com magnificacdo de
7000x.

Na Figura 4, tem-se as imagens da face abaxial das folhas de cada variedade
visualizadas em Microscopia Eletrénica de Varredura, no tempo 0 H, com magnitude de 1000x.
Através do programa Image J, foi possivel medir a area total de cada imagem analisada, a qual
foi de 115000 pum2. Sendo assim, considerando 5 imagens de cada variedade, foram obtidos os
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valores médios da area total da abertura estoméatica em uma &rea foliar de 115000 pum? (Figura
2).

Através da Figura 5, € possivel observar que a variedade controle resistente Vermelha,
foi a que apresentou a maior média da area estomatica total (1963,2 um2), enquanto a variedade
de laranja Péra Bianchi/CC obteve o menor valor (555,5 um?). As variedades Péra Ovale, Péra
M5 e Péra 58 apresentaram médias semelhantes estatisticamente ao controle suscetivel Hamlin,
através do teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

As laranjas Péra EEL, IAC 2000/2, 59, IAC e Ovale Siracusa, ficaram em um grupo
intermediério, com valores médios de area de abertura estomatica total que variaram de 853,5
pum2a901,7 umz. E as variedades Péra Ipigua, Péra Arapongas e Péra IAC 2000/1, apresentaram
médias de areas de abertura estomatica relativamente menores, de 751,8 um2 a 810,1 umz2

Goncalves-Zuliani et al. (2016) também avaliaram através da Microscopia Eletronica
de Varredura, duas variedades, a Péra IAC e a Washington Navel, e observaram que a variedade
resistente Péra IAC apresentou menores areas de abertura estomatica, quando comparada com
a variedade suscetivel. Estes autores constataram ainda, que na variedade suscetivel
Washington Navel, havia uma maior densidade populacional de bactérias quando comparada a
variedade Péra IAC.

Ao analisar as 12 variedades de laranja doce (C. sinensis), variedade Péra, tem-se que
todas as variedades apresentaram menores médias de densidade estomética, tamanho de
estdmatos e area estomatica (Figuras 1, 2 e 5) do que os controles Hamlin e Vermelha. E dentre
as variedades analisadas, a Péra Bianchi/CC foi a que apresentou os menores valores para as

trés caracteristicas.
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Figura 4. Comparacéo da superficie abaxial foliar das 14 variedades de citros, no tempo 0 hora,
com magnificacdo de 1000x em Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250. A. Hamlin.

B. Vermelha. C. Péra EEL. D. Péra Bianchi/CC. E. Péra IAC. F. Péra Ipigua. G. Péra IAC
2000/1. H. Péra Ovale Siracusa. I. Péra Ovale. J. Péra IAC 2000/2. K. Péra M5. L. Péra

Arapongas. M. Péra 58. N. Péra 59 (Continua...)
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Continuacdo Figura 4. Comparagéo da superficie abaxial foliar das 14 variedades de citros, no
tempo 0 hora, com magnificacdo de 1000x em Microscdpio Eletronico de Varredura Quanta
250. A. Hamlin. B. Vermelha. C. Péra EEL. D. Péra Bianchi/CC. E. Péra IAC. F. Péra Ipigué.

G. Péra IAC 2000/1. H. Péra Ovale Siracusa. |. Péra Ovale. J. Péra IAC 2000/2. K. Péra M5.
L. Péra Arapongas. M. Péra 58. N. Péra 59.
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Figura 5. Médias da &area estomatica total de 14 variedades de Citrus, em uma &rea foliar de
155000 um?. Médias seguidas das mesmas letras ndo difeririam entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5%.

Através dos experimentos com Microscopia Eletrénica de Varredura, também foi
possivel observar as diferentes variedades de Citrus inoculadas com X. citri subsp. citri ao longo
do tempo. Na Figura 6A, é possivel observar o ponto de inoculacdo, com a cavidade do
ferimento causado pela agulha, no momento da inoculagéo, aos 4 dias apos a inoculagdo da
variedade suscetivel Hamlin com a X. citri subsp. citri. Com uma magnificacdo maior (Figura
6B), é possivel observar uma alta quantidade de bactérias, rodeadas por uma camada de
biofilme.

Na Figura 7A, ainda observando a variedade suscetivel Hamlin, aos 8 DAI, com
magnificacdo de 10000x, é possivel notar que o biofilme persiste, da mesma forma que a
populacéo de X. citri subsp. citri. Por outro lado, na Figura 7B, observa-se a variedade controle
resistente Vermelha, com a mesma magnificacdo de 10000x, no mesmo tempo de coleta (8
DAI), nota-se a auséncia de bactérias e a presenca de vilosidades, possivelmente, um exsudado
proveniente da planta.
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Figura 6. Imagens feitas em Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250. A. Variedade
suscetivel Hamlin, inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri, 4 dias ap6s a inoculacdo
(DALI), com magnificacao de 2000x. B. Imagem de dentro do ponto de inoculagdo com X. citri
subsp. citri, na variedade suscetivel Hamlin, 4 DAI, com magnificacdo de 10000x.




10 ym

Figura 7. Imagens feitas em Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250. A. Variedade
suscetivel Hamlin, 8 dias apos a inoculagdo (DAI), com magnificacdo de 10000x. B. Variedade
resistente Vermelha, 8 dias apos a inoculacdo (DAI), com magnificacdo de 10000x. As setas
indicam a formacdo das vilosidades.
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Na Figura 8, é possivel observar com maior clareza a formacéao do biofilme bacteriano
pela X. citri subsp. citri, aos 8 DAI, na variedade suscetivel Hamlin. Segundo Li e Wang (2010),
a formacdo de biofilme é essencial para que as bactérias sobrevivam de forma epifitica na
planta, isto é, na superficie das folhas, antes do processo de infeccdo e do desenvolvimento dos

sintomas.

Figura 8. Folha de laranja doce (Citrus sinensis), variedade Hamlin, inoculada com
Xanthomonas citri. subsp. citri, aos 8 dias apds a inoculacdo. As setas indicam a formacéo do
biofilme bacteriano. Imagem obtida em Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250.

Na Figura 9, pode-se observar a evolucdo da formacéo do sintoma de cancro citrico
em Microscopia Eletrénica de Varredura. Nas imagens 9E e 9F, pode-se observar os detalhes
do cancro com uma magnificacdo de 10000x, onde é possivel notar a presenca de algumas
bactérias no local da leséo e a formacdo de varios relevos, que pressupdem a ocorréncia de

hipertrofia e hiperplasia, com a elevagdo do tamanho e do nimero de células vegetais.
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Figura 9: Desenvolvimento do cancro. Imagens em Microscopio Eletrdnico de Varredura
Quanta 250, das superficies foliares de laranja doce (Citrus sinensis) inoculadas com
Xanthomonas citri subsp. citri. A. 4 DAI (Dias ap0s a inoculac¢do), magnificagdo de 2000x. B.
8 DAI, magnificagédo de 200x. C. 12 DAI, magnificagdo de 200x. D. 16 DAI, magnificagdo de
500x. E e F. Les&o de cancro citrico, com magnificacdo de 10000x.

Durante a execucdo do experimento, foram obtidas imagens das 14 variedades de
citros nos tempos 0, 4, 8, 12 e 16 dias ap6s a inoculacdo com a bactéria X. citri subsp. citri
(Figuras 10 a 23). Na Figura 10, é possivel observar que na variedade suscetivel de laranja doce
Hamlin, h4d um intenso desenvolvimento da populagéo bacteriana, aos 4, 8 e 12 DAI. J4 aos 16
DALI, observa-se uma menor populacdo de bactérias na superficie da folha observada, porém
através da visualizacdo dos sintomas a olho nu, foi possivel visualizar a formacéo do cancro,

com o crescimento do diametro médio das lesBes, o que pode indicar que as bactérias
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penetraram no tecido foliar, nesta data de avaliacdo. Ao comparar as imagens da variedade
suscetivel Hamlin (Figura 10) com as outras variedades de Citrus, pode-se perceber que na
variedade suscetivel ha uma quantidade maior de bactérias aos 4, 8, 12 e 16 DAI, em relacdo

as demais variedades analisadas.

Figura 10. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Hamlin obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdbmatos da variedade Hamlin,
magnificacdo de 7000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Hamlin inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.
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Na Figura 11 estdo as imagens da variedade resistente Vermelha e observa-se que a
populacdo de X. citri subsp. citri encontra-se reduzida em relagdo a variedade suscetivel

Hamlin, limitando-se a apenas algumas bactérias isoladas, em todos os tempos de avaliagcdo

(Figuras 11 C, D, EeF).

N > et (L —— E— U]

Figura 11. Imagens da variedade de tangerina (Citrus reticulata), Vermelha obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estbmatos da variedade Vermelha,
magnificacdo de 7000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Vermelha inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,

respectivamente.
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Considerando a variedade Péra EEL, foi possivel encontrar populagdes de bactérias na
superficie da folha, ao lado do ponto de inoculacao, principalmente na coleta do 8 DAI. Aos 12

e 16 DAI, observa-se uma reducéo na quantidade de X. citri subsp. citri na superficie foliar.
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Figura 12. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra EEL obtidas no
Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap0s a
inoculacdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha néo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdbmatos da variedade Péra EEL,
magnificagdo de 7000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra EEL inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.

Na Figura 13 observa-se as imagens da Péra Bianchi/CC, nas quais é possivel observar
a presenca das bactérias tanto na superficie foliar (Figuras 13 C e E), quanto na regido interna
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da folha (Figura 13 D). No 16 DAI foi possivel observar a formag&o da leséo do cancro, na qual

foram observadas bactérias saindo do tecido foliar (Figura 13 F).

10 pm ————— — 10 pm ———

Figura 13. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra Bianchi/CC obtidas no
Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap0s a
inoculacdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdbmatos da variedade Péra Bianchi/CC,
magnificacdo de 7000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra Bianchi/CC inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.

As imagens da variedade Péra IAC mostraram que aos 4 DAI (Figura 14C), havia uma
quantidade reduzida de bactérias ao redor do ponto de inoculagdo, com um aumento da

populacdo bacteriana aos 8 DAI (Figura 14 D), na superficie foliar. No 12° dia apds a inoculacéo
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(Figura 14 E), houve a formagdo da lesdo de cancro, com bactérias sendo observadas saindo do
tecido foliar. No 16° dia apds a inoculacdo (Figura 14 F) ndo foram encontradas bactérias nas
lesbes do cancro nas amostras observadas em Microscopia Eletronica de Varredura e, foi

possivel notar também, que mesmo na superficie da folha havia uma quantidade reduzida de X.

citri subsp. citri.

10 pm
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Figura 14. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra IAC obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a
inoculacdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdmatos da variedade Péra IAC,
magnificacdo de 7000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra IAC inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,

respectivamente.
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Com relacdo a variedade Péra Ipigud, em todos os periodos de avaliagdo s6 foram
encontradas bactérias na regido superficial das amostras (Figuras 15 C, D, E e F). Sendo que
aos 16 DAL, é possivel observar uma quantidade maior de bactérias na superficie, ja envoltas

pela camada de biofilme e, possivelmente por um exsudato foliar.

Figura 15. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra Ipiguad obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a
inoculacdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdmatos da variedade Péra Ipigud,
magnificacdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacao de 10000x, de
folha da variedade Péra Ipigua inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.
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Na variedade de laranja doce (C. sinensis) Péra IAC 2000/1, observou-se a presenca
de X. citri subsp. citri principalmente, aos 4 DAI (Figura 16 C). Nas avaliag0es posteriores,
apenas algumas bactérias foram observadas na superficie foliar. A partir do 8 DAI ja foi

possivel visualizar o inicio da ruptura da leséo de cancro.
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Figura 16. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra IAC 2000/1 obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificagdo de 1000x, em folha n&o
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estbmatos da variedade Péra IAC 2000/1,
magnificacdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacao de 10000x, de
folha da variedade Péra IAC 2000/1 inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.
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A variedade Péra Ovale Siracusa apresentou maiores quantidades de bactérias a partir
do 8° dia ap6s a inoculacdo, na regido ao redor do ponto de inoculagdo. No 12° dia apds a
inoculacéo foi possivel observar o pleno desenvolvimento da populagéo de X. citri subsp. citri,
juntamente com a formacao do biofilme. Aos 16 dias ap0s a inoculacéo, a populacao bacteriana
encontrada na superficie das amostras foi menor, possivelmente, devido a colonizago interna

da folha pelas bactérias.
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Figura 17. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra Ovale Siracusa obtidas
no Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias apés a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estbmatos da variedade Péra Ovale Siracusa,
magnificagdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra Ovale Siracusa inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DA,
respectivamente.

106



Na variedade Péra Ovale, a maior concentracdo de bacterias na superficie foliar foi
observada aos 4 DAI (Figura 18 C). Aos 12 dias apés a inoculagdo (Figura 18 E), foram
encontradas bactérias isoladas ao redor do ponto de inoculacao e aos 16 DAI (Figura 18 F) foi

possivel notar a formacao de biofilme na superficie das folhas, ao redor dos estématos.
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Figura 18. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra Ovale obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a
inoculacdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estbmatos da variedade Péra Ovale,
magnificacdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacao de 10000x, de
folha da variedade Péra Ovale inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.

10 pm ————
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Com relacdo a variedade Péra IAC 2000/2, apenas foram encontradas bactérias na
superficie foliar, proxima aos estdmatos. Através das imagens, é possivel perceber que houve
um crescimento da populacdo de X. citri subsp. citri no decorrer do tempo, sendo que aos 16
dias apos a inoculacdo, pode-se observar a formacdo de biofilme bacteriano, com a provével

liberacdo de exsudatos pela planta.

Figura 19. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra IAC 2000/2 obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap6s a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estbmatos da variedade Péra IAC 2000/2,
magnificacdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacao de 10000x, de
folha da variedade Péra IAC 2000/2 inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAL,
respectivamente.
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Na variedade Péra M5, poucos individuos de X. citri subsp. citri foram encontrados
nas amostras. A maior concentragdo de bactérias foi observada aos 4 DAI na superficie foliar
(Figura 20C). Como houve a ruptura da epiderme foliar com a formacdo do cancro,
possivelmente, essas bactérias foram capazes de penetrar no tecido foliar e colonizar a parte

interna das folhas analisadas.

10p ————— 10 ym

Figura 20. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra M5 obtidas no
Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap0s a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdbmatos da variedade Péra M5,
magnificagdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra M5 inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.
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Ao analisar a variedade Péra Arapongas, foi possivel observar que houve um
crescimento da populagéo de X. citri subsp. citri ao longo do tempo de avaliagcdo. Sendo que a
partir do 8 DAI houve a formacéo da lesdo do cancro, e aos 12 DAI, foram observadas bactérias
saindo do tecido lesionado, o que persistiu até o 16° dia apds a inoculacao, quando também

foram observadas bactérias na superficie foliar, proximas aos estomatos (Figura 21).

: a~ 10 ym

Figura 21. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra Arapongas obtidas no
Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap0s a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estomatos da variedade Péra Arapongas,
magnificagdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra Arapongas inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.
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Na variedade Péra 58, aos 4 e 8 DAI (Figuras 22 C e D, respectivamente), foram
observadas bactérias apenas na superficie foliar, e aos 12 DAI (Figura 22 E), com a ruptura da
epiderme foliar, foi possivel observar a presenca de uma grande populacdo de X. citri subsp.
citri na regido da lesdo do cancro, com uma populacéo ainda maior, sendo encontrada aos 16
DAI (Figura 22 F).

—— 10 pm ——— & g R — 10 ym ————

Figura 22. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra 58 obtidas no
Microscopio Eletrénico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias ap0s a
inoculacdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdmatos da variedade Péra 58,
magnificacdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra 58 inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.
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Na Figura 23, € possivel observar as imagens obtidas na variedade Péra 59. Aos 4 DA,
foram observadas col6nias de bactérias ao redor do ponto de inoculagdo (Figura 23 C). No 8°
diaapds ainoculacdo (Figura 23 D), poucos individuos de X. citri subsp. citri foram observados,
mas foi encontrada uma regido com alta formacéo de vilosidades, que podem ser decorrentes

da infeccdo bacteriana, resultando em hipetrofia e hiperplasia, e liberagdo de exsudatos pela

planta. Aos 12 e 16 DAI, foram observadas bactérias na lesdo do cancro (Figuras 23 E e F).
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Figura 23. Imagens da variedade de laranja doce (Citrus sinensis), Péra 59 obtidas no
Microscopio Eletronico de Varredura Quanta 250, aos 0, 4, 8, 12 e 16 DAI (Dias apos a
inoculagdo). A. Superficie abaxial da folha, com magnificacdo de 1000x, em folha ndo
inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri. B. Estdmatos da variedade Péra 59,
magnificacdo de 5000x. C, D, E e F correspondem a imagens com magnificacdo de 10000x, de
folha da variedade Péra 59 inoculada com X. citri subsp. citri aos 4, 8, 12 e 16 DAI,
respectivamente.
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CONCLUSOES

O presente estudo possibilitou a deteccdo de diferencas na morfologia dos genétipos
de citros avaliados através da Microscopia Eletronica de Varredura, uma vez que foram
observadas diferencas na quantidade de estdbmatos por area foliar, assim como no tamanho dos
estdmatos e na area total de abertura estomatica. Nesta avaliacdo, a variedade de laranja doce
Péra Bianchi/CC, foi a que apresentou as menores médias para as trés caracteristicas analisadas.

Neste experimento, também foi possivel encontrar diferencas nas respostas de a X.
citri subsp. citri, através da observacdo dos sintomas no decorrer do tempo, nas diferentes
variedades avaliadas. Embora o campo de captura de imagens seja limitado, na Microscopia
Eletrdnica de Varredura, para as variedades Péra EEL, Péra Ipigua e Péra IAC 2000/1 foram
encontradas as menores populagdes de bactérias nas 5 amostras analisadas aos 4, 8, 12 e 16
DAI.

Nas variedades Péra IAC, Péra IAC 2000/2 e Péra EEL, observou-se que o tamanho
da lesdo foi menor quando comparado as demais variedades analisadas e nestes genotipos, a
ruptura da epiderme foliar ocorreu de forma menos agressiva no 12° dia ap6s a inoculagéo, se
comparada as demais variedades observadas.

Desta forma, os estudos com Microscopia Eletrénica de Varredura servem como
importante ferramenta para complementar os estudos de resisténcia genética, contribuindo para

uma maior compreensdo dos mecanismos de interacdo planta-patdgeno.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através do presente estudo, foi possivel concluir que dentre os gendtipos de laranja
doce (C. sinensis) analisados, os menores diametros de lesdo foram obtidos pelas variedades
Péra IAC, Péra IAC 2000/2 e Péra EEL.

Com relacdo as enzimas relacionadas a resisténcia, peroxidase, catalase e superoxido
dismutase, apenas o gendtipo Péra IAC apresentou elevacdo dos teores das trés enzimas
simultaneamente.

Nas andlises através da Microscopia Eletronica de Varredura, a variedade Péra
Bianchi/CC apresentou as menores médias para quantidade de estbmatos por area foliar,

tamanho dos estomatos e area total de abertura estomatica.
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