UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CAMILO LAZARO MEDINA

LACOES HIDRICAS E

FOTOSSINTESE, RE

ALTERACOES BIOQUIMICAS EM LARAN

A\’ COM CVC E SUBMETIDA A DEFICIENCIA

‘PER:

HIDRICA

£sle exemplar corresponde & n : ;
i ? edagdo final Tese apresentada ao Instituto de Biologia,

da tese defendida pelo(a) candidato (a)
~ W 5 } ..--‘*2// - ) '?.5§
T g ) AL gDl

Froa Lt e Femn .
Comico Lazaes vemds.

para a obtenciio do titulo de Doutor em

Biologia Vegetal

7
e apicvada pela Comissao Julgadora,

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Caruse Machadeo

2002 UNICAMP
i BIBLIOTECA CENTRAL
LNICAMP SECAD CIRCULANTE
BENOTECA CENTRAL




Y

TOMES BL) S08 6

proc AL ¥ AT

i

PRECT /B
DATA

He CPD

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Medina, Camilo Lazare ‘

M468f Fotossintese, relagBes hidricas e alteraces em laranjeirs “Pera” com
CVC ¢ submetida & deficiéncia hidrica/Camilo Lazaro Medina. -~
Campinas, SP:{s.n.], 2002

Orientador: Eduardo Caruse Machado
Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de Campinas. Instituto
de Biologia

1. Fotossintese. 2. Bioquimica. 3. Citros. 1. Machado, Eduardo
Caruso. II.Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. I11. Titulo.




Data da Defesa; 18/07/2002
Banca Examinadora

Titulares

Prof. Dr. Eduvardo Caruso Machado (Orientador)

Prof. Dr. Antonio Robefto Pereira

/Wm/ i ‘h}’

Prof. Dr. Eséo Do;méngos Rodrigues

e

s

Prof. Dy Raglo Mazzafera
3 i o e
Ei e

Prof. [Br. Riarda Ege de Oliveira

e——

Supiéni}s:

o

7 ~.
Prof. Dr. Marcos Antonio Machado

Profa. Dra. Ana Maria Magalhfies Andrade Lagda




“A mieio caminho entre a [é e g critica estd a estalagem da razdo. A
razdo é a fé no que se pode compreender sem fé; mas é uma fé ainda, porque
compreender envoive pressupor que hd qualquer coisa compreensivel”

(Fernando Pessoa)

Aos meus fithos Rodrigo e Guilherme
a Priscila
aos meus pais
aos meus irmdos
pelo amor

dedico

iv



AGRADECIMENTOS

A Deus por todas as coisas.

Ao Dr. Eduardo Caruso Machado, pela orientagio brilhante, dedicacsio preciosa e
amizade enriquecedora.

A Dra. Ana Maria Magalhdies Andrade Lagba, pela orientagdo inicial deste trabalho,
apoio e meentivo.

Ao Dr. Marcos Antonio Machado, pela colaboragdo fundamental, sugestdes
importantes e incentivos para a realizacio deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Paulo Mazzafera, pelos ensinamentos, amizade e apoio essencial para a
realizacfio dos estudos bioquimicos.

A Dra. Priscila Fratin Medina pelo auxilio e sugestSes importantes.

A colega Mara Menezes de Assis Gomes, pela amizade, apoio e valiosa colaboragfio
durante a realizacfio deste trabaiho.

Ao colega Gustavo Habermann pela amizade e auxilio na obtengsio dos dados.

A Dra. Maria Luiza Targon e Dra. Marifngela Cristofani pelo auxilio nas analises
bioquimicas e sugest{es.

Ao Dr. José Antonio Quaggio pelo incentivo e amizade.



Aos professores do Departamento de Fisiologia Vegetal pelos ensinamentos e amizade.

Ao Grupo de Consultores em Citros (GCONCI) pele apoio e incentivo.

Aos colegas de curso Carlos, Cristininha, Fabiano, Katia, Luciana, Malu, Marluce,
Milton e Sandra, pela agradavel convivéncia e incentivos.

Aos colegas, pesquisadores e funciondrios do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento
em Ecofisiologia e Biofisica ¢ do Centro APTA “Sylvio Moreira” pela dedicacio, apoio e
colaborac#o.

Ao Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Ecofisiologia ¢ Biofisica do Instituto
Agrondmico pela oportunidade e apoio.

Ao Centro APTA Citros 'Sylvio Moreira’ pela concessio do espaco, materiais e
equipamentos necessarios para realizagio dos experimentos.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa no Estado de S&o Paulo (FAPESP), pela concesséo
da bolsa de estudos.

Ao Instituto Agrondmico e a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) pela
oportunidade e apoio para realizacfo deste trabalho.

A todos que, direta ou indiretamente, colaboraram para a realizacio deste trabatho.



indice
Banca eXamiNAAOTA. .......c.coiiviriiierrieeiieierssesirisiereessrrressessessrresesssesessssssessressesessansasssssssessensrasnsen it
AGTAQCCTITIEIIIOS 1o v esesrruiererseeeaecsseesesreesesssessessessseasssessenssesssenssnsserssnssnsnssssanasenssessnssesesesssens ¥
TEICE v vttt eerereeee e eeeeeesnnenerenaeneensanns reessessisrssssasosassanesssnssnnn crveriseereranns cveseronnnensoreres VA
Abreviaturas......coeeeeeeeeercreieecncnieenns

S P X

o
Resumo...cceouen... crensoa PPN Ak

Summary. ........................................ serarseruas P DTSN DTPPSETITTRTTTTRTOTURTN: & '

1. Introducg8o.....c.cceeennnnennns Ebesteesaeeennrtetrreereraarnreiseenaararerranenensrenes rereeneararenneas el

1.1, Clorose variegada dOs CITOS. ..coviuriieieriseecreessescesrsnsesssnssesssesasessesenseossassssossesssssnsanessnsssssesass 1

1.2. Hipoteses sobre os mecanismos de patogénese de X, fastidiost.........oovvcverrvrviorecernsnssnnsnd

3. Objetiv 4
1.3. Objetivos.....ccoovveiineecnannns feeseeates bt e ts s e sn e RS bR S et er s bR a s e nn s e seoememesenssensens ]

2. Capitulo I: Fotossintese e relagdes hidricas em laranjeira ‘Péra’ infectada com Xylella

JASEATOSA vvevvivineinnceitee et a e rerereernr e aresaases et s e w15

2.1. Introdug80....cccoercmeeieinne reareasersrreereresneresasssreresssanans seversernisesnesresserinsrnesasaesnesnestrssrennens O
2.1.1. Trocas gasosas ¢ relagGes hidrica em plantas infectadas com X. fastidiosa........ 16
2.1.2. Efeitos de fatores abidticos sobrea CVC

2.1.3. Objetivos..........ce.......

2.2. Material € MELOAOS ...oouiiieeeeieee ettt erm ettt st asas e e e 22
2.2.1. Trocas gasosas e relagOes hidricas em plantas com CVC e submetida &
deficiéncia hidrica......c.coveeceieecrieee eeeeseesbessesesesssesesiessesstesseessarasasesesarenearsnas 22
2.2.1.1. Obtencdo de plantas com CVC.......ooverevvcreeeerineeeeereeenens rerereresninnessnsinsernenee Dl
2.2.1.2. Medidas da severidade da CVC......ccreiiiicieceeerececee e e s sae s e 24

2.2.1.3. Tratamentos..... tresssressaratisssseicrsios Feeeerereeetsaeasasensesrerresenererserssstereessenterssrsesasssenners 2O



2.2.1.4. Medidas de trocas gasosas € relagdes hidricas......covveevivvsiiniesresseisssssissssnennes 27

2.2.2. Medidas sob condigbes controladas da taxa de assimilagio de CO; em plantas

com CVC com diferentes graus de severidade dos sintomas foliares.........coovvvvcevveenenn. 29
2.3, RESUMAGOS. . eiiicetimtie st r et e s e ee s s en e e s ae s eaneeaesaesaennensanaseneenneennasann 33
2.3.1. Transmissdo de X. fastidiosa e evolugio dos sintomas foliares.........ccccovvveennenn. 33
2.3.2. Efeito da deficiéncia hidrica sobre a severidade da CVC...ovvivvvoeirvrrecissienenns 33

2.3.3. Trocas gasosas e relagdes hidricas em plantas sadias e com CVC, 9 meses

POSLETIOTES A INOCUIAGHD.....ceeeieiriiericeiecereeinssresssseeresesanessosssossassneensssessssessesesessoneserssonens 35
2.3.4. Trocas gasosas e relagdes hidricas em plantas sadias e com CVC, 16 meses
POSLETIONES A INOCUIAGAC. ... cvvecroacaeeeiirenssrenseseaennesssaesseesessasaesssssaesssassenssssssesssssssenssssasans 37

2.3.5. Trocas gasosas e relagdes hidricas em plantas sadias e com CVC, 22 meses

POSLETiOres @ INOCUIACHOD. .. .eovvieereieirircecereseecrec s e s s s s e ssesaeessessarasresesesees 41
2.3.6. Trocas gasosas ¢ relacdes hidricas durante o desenvolvimento da CVC ............ 48
2.3.7. Eficiéncia intrinseca N0 USO A2 AZUA.......cccceeeveeeeeeieeeeeeece v erscsaesesens srasssnnes 50
2.3.8. Relagfo entre o potencial da 4gua na fotha e a taxa de assimilagdo de COs.......50

2.3.9 Respostas da assimilagiio de CO» e da conduténcia estomatica em fungiio do
déficit de pressdo de vapor entre a folha € a atmosfera (DPViar). ..o vvvernraeseeervnesnenaenns 53

2.3.10. Taxa de assimilagiio de CO: sob condigdes controladas, em fungdo do grau de

SeVeridade B CVC ... et ceee et e e s resee o een seesmsmestesesmenansseeenmsasesensanns 33
B R 0 o . L U S OUTUU ST 7

2.4.1. Transmissdo de X fastidiosa por encostia e evolugio dos sintomas de CVC sob
deficiéneia hATICa. ...ovcueeecice e e et e 57
24.2. Trocas gasosas e relagbes hidricas em plantas com CVC submetidas &

FefICIBNCIA BEATICA. ..ooiivreiiiiiieeieeeciceteeeeeseseseessessensasserre s nssassensanreeseessaessssreasesssearanes 58



2.4.3. Trocas gasosas e relagGes hidricas durante o desenvolvimento da CVC ............ 64

2.4.4. Respostas da fotossintese em fungio do DPViar..ccovivciinicccnncccieniniie e, 68
2. COMICIISOES ettt ettt e e et e e nne e e e atssms e e net e e easrneasses s ensenteneeresees 70
2.0, APENAICE. ..oeeeiieve ittt er e e e e s s an e sre e s erbete s een s bebessseas e et Ee e e ssasersrsressanens 71

3. Capitulo II: Alteracdes bioquimicas em larania ‘Péra’ infectada com Xylella. Fastidiosa...86

O B 413 ¢ T L o T SO OSSR 87
3.1.1. Mecanismos de defesa da planta a0s patOgenos.. ..o eereecreecrrrnieere e reeseenes 87
3.1.2. Deficiéncia hidrica e mecanismos de defesa contra patdgenos......cocevevereenenne 89
3.1.4. Peroxidases (BEC L1117 )ittt e ben st s st saeae s 94
3L S OB IVOS. e caeteeiir et ee vt eee et eit s ire st e e e e e e e s e aerese e nre e et anr s e s s e e serrans 96

3.2, Material € MEIOGOS. ......oocireieee ettt sr st s e sesmeass e et s ama et 97
3.2. 1. EXPETIMENTO. ¢ vviieeieeeeeereeiieireteeaeaeraresssaers s scrsseseansasassassssessassasassrsesssssssssasasseeses 97
3.2.2. AGUCAIES SOIIVEIS. .eeeiverererreerivreneisssnarrsassresssnressssssnrreassasssssmessrsrsessismasamesssssrassses 100
3.2.3. Compostos fenOHCOS tOTAIS. ...eeviueecciiieceeee e cececce e e e e errescne e e e eaese e ennsaees 100
3.2.4. Separacio de compostos fENOHCOS...c.coviiiiiiiiiicceir e 101
3.2.5. AmInoacidos HVres tOTaIS...oueerrreiee e 102

3.2.6. Identificacfio de aminoéacidos livres € amdnia por cromatografia liquida de alta

BHICINICIA ..ttt e e et e st e s e sneme ettt et e ereaeeaemnar e 103
3.2.7. At1vidade de PeTOXIAASE. ..ovvrereereerreereienrerreessaessnreesaesnessseesreesreserasssererasssnsssss 105
3.2.8. Perfil eletroforético de peroxidase...........coccvveveeiiieeccieeiere e cveenecceesnessenens 107
3.3. Resultados € dISCUSSEO . .eiiiiiiieeee i ctririeniit et eeer e e ise e be e e esasseeassessebs st abssnebebsssasasssas bensssnase 108
3.3, 1. TTOCHS GASOSAS..cevirerrereeeeirerrirtae et aeretseere e eseeeese s saneeassnaesesrnsenssseetensatssasenssnss 108
3.3, 2, ACUICAIES TOAULOTES. . .uuvirireeieeeieiieeeeeeeeintieeeeaesssnsesesesaesaasesssassassiassiestessesasennensens 110



3.3.3. Aminoacidos

....................................................................................................... 111
3.3.4. Compostos eNOHCOS......c.oimiiice ettt st aene 114
3.3.5. Atividade de PeroXidaSes.......cocieeveeuiiieieiteeeseerseeeeeeseeeseereeeeeeseeseseserseeeeerasenens 117
3.4, COMCIUSTES. «.coiieiiiiiiietsrtta ettt e s e e etie e et e s e ertaraescosesosammas e seeesasesssessseenanesmeasensasesesasasssens 120
4, LIeratura CIAGR . co e et e et ete et s et e e e s n s e e s e en e e e e e e eeennrnseasanesenans 124



DPV
DPVf.ar

FFF

NADPH

Fv/Fm

RH

Rubisco

ABREVIATURAS

Taxa de assimilaciio de CO» (pmol/m’.s)

Taxa de transpiragio (mmol/m’.s)

Condutancia estomdtica (mol/m’.s)

Concentragdo de CO; do ar (umol/mol)
Concentragdo de CO; interno (umol/mol)

Déficit de presséio de vapor no ar (kPa)

Déficit de pressiio de vapor entre a folha ¢ o ar (kPa)
Densidade de fluxo de foétons fotossinteticamente ativos
(umol/m”.s)

Nicotinarnida adenina dinucliotideo fosfato

Relacdo entre a fluorescéncias varidvel e maxima ou
eficiéncia quéntica maxima

Umidade relativa
Ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase/oxigenase
Potencial da agua (MPa)

Potencial da dgua medido as 6:00 horas (MPa)
Potencial da agua medido &s 14:00 horas (MPa)
Eficiéncia no uso da dgua (pmol CO,/mmol H>O)
Temperatura do ar °C

Temperatura da fotha °C



RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de citros, porém a citricultura vem sofrendo
perdas devidas a clorose variegada dos citros (CVC), doenga causada pela Xylella fastidiosa,
bactéria de colonizagfio restrita ao xilema. Embora esteja muito distribuida pelo territério
nacional, hi indicacles de que a ocorréncia de deficiéncia hidrica, freqiiente em algumas
regibes, pode aumentar a severidade da CVC. As folhas das plantas com CVC apresentam
sintomas de deficiéncia hidrica, com decréscimos significativos nas taxas de assimilagio de
CO; (A) e de transpiracdo (E), na condutéincia estomatica {g;) e no potencial da dgua na folha
(¥,). Esses sintomas estdo relacionados com o aumento da resisténcia do fluxo de 4gua no
xilema. Também hé possibilidade da existéncia de outros mecanismos de patogenicidade
interferindo na abertura dos estdmatos e na eficiéncia fotossintética.

Em folhas de laranjeiras, com longo periodo de infeccio por X fastidiosa, ha aumento
na concentragdo de compostos fendlicos e na atividade de enzimas relacionadas aos
mecanismos naturais de defesa contra patogenos. Embora no haja relatos sobre a participacéio
dessas substincias no inicio do desenvolvimento da doenga, ha a possibilidade que estas sejam
importante barreira ao desenvolvimento da bactéria no xilema e que elas sejam influenciadas
pela disponibilidade de carboidratos da planta e/ou pela deficiéncia hidrica.

Este trabatho foi dividido em dois capitulos. O objetivo do primeiro foi estudar a
evolugiio dos sintomas foliares e as alteracBes nas trocas gasosas ¢ relagGes hidricas de
laranjeiras ‘Péra, promovidas ao longo do tempo pela CVC e sob a influéneia da deficiéncia
hidrica. O experimento foi conduzido sob condi¢Ges naturais com laranjeiras ‘Péra’ (Citrus
sinensis L. Osbeck) enxertadas em limoeiro ‘Cravo’ (Cifrus limonia), plantadas em potes de

100 L e inoculadas com X. fastidiosa por encostia com pléntulas doentes.



A CVC causou diminuicdo de forma gradativa em ¥,, A e g; mesmo na auséncia de
deficiéncia hidrica. Até€ 0s 9 meses posteriores & inoculacdo da bactéria, as reducdes de W, A e
gs foram restritas ao periodo da tarde e para os periodos da manhé, e da tarde aos 22 meses
posteriores a inoculaciic (MPI). Aumento na razio entre a concentragio interna e externa de
CO; (C/C,) e declinio na eficiéneia no uso da dgua (EUA) ocorreram apenas aos 22 MPI,
indicando que houve perda da eficiéncia fotossintética em plantas com CVC. Houve
semethanca ao longo do tempo de infecglo, nas respostas de A em funcdo de gs e de 4 em
funcdo de W, entre plantas sadias e doentes. Isto permitiu concluir que a menor eficiéncia
fotossintética de plantas com CVC esta principalmente relacionada ac menor ¥, causado pela
menor condutividade hidraulica no xilema, em conseqgiiéncia da colonizacio das bactérias.

A ocorréncia da deficiéncia hidrica no inicic de desenvolvimento da doenca aumentou
os sintomas da CVC e reduziu ¥,, A e g, confirmando que a deficiéncia hidrica agrava os
danos causados pela CVC.

A pequena capacidade fotossintética de plantas com CVC e a reducio de 4 em funcio
do aumento do DPV, podem tomar estas plantas menos adaptaveis em ambientes de maior
demanda atmosférica. Isso, aliado aos prejuizos causados pelo déficit hidrico, justifica a maior
severidade da doenca em regiGes de maior DPV e sujeitas a deficiéncia hidrica, como o centro
€ 0 norte paulista.

O objetivo do segundo capitulo foi avaliar alteragSes bioquimicas nas folhas, através
da composicio de agucares soliveis, aminoacidos livres, compostos fendlicos € da atividade
de peroxidases, no inicio da manifestacio dos sintomas de CVC e sob a influéncia da
deficiéncia hidrica.

A composicdo dos acticares solivels, ammoacidos livres, compostos fenolicos, a

atividade e o perfil eletroforético de peroxidases ndo foram afetadas até os 9 MPI, embora



houvesse a presenca de sintomas da doenca e diminui¢des significativas de 4, E ¢ g,. Houve
diminuiciio na concentracdo de aguicares soltiveis somente em folhas de plantas com CVC
submetidas ao estresse hidrico. Aumento na atividade de peroxidases foi verificado somente
em folhas com presenca de sintomas mais avancados de clorose. Tais resultados indicam que
os mecanismos de defesa das laranjeiras nfo sfo ativados no periodo inicial de
desenvolvimento da CVC. Estes resultados também sugerem que o habito da bactéria
colonizar o xilema, causando desbalanco hidrico, deve ser o principal fator de sua
patogenicidade. A deficiéncia hidrica diminuiu a atividade de peroxidases em folhas com
sintomas de CVC, indicandc que pode causar prejuizos nas defesas da plantas, sendo mais um

fator que justifica o maior desenvolvimento da doenca em regibes mais secas.
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SUMMARY

Brazil is the largest producer of citrus fruits in the World. However, the citrus
variegated chiorosis (CV(C), a disease caused by the bacteria restrict to xylem Xylella
fastidiosa, is causing many impairment in Brazilian citrus industry. Although this disease is
disseminated, there are some indications that water deficiency may increase the severity of
CVC in some regions. The Jeaves of CVC affected plants presents drought stress symptoms,
associated with significant decrease on carbon dioxide assimilation (4) and transpiration rates
(E), stomatal conductance (g;) and leaf water potential (¥,). These symptoms may be related
to the increased water flow resistance through xylem vessels, although there are some
possibilities of others bacterial pathogenicity mechanisms are interfering on gs and
photosynthesis efficiency.

Oranges trees with a long time infected by X fastidiosa, increase the phenolic
concentration and higher enzymes activities in leaves related to natural pathogens defenses.
Although there are not studies about the presence of these reactions during the onset of disease
development, it is possible that they may become an important barrier for xylem pathogen
invasion and may be affected by water stress.

This work was organized in two chapters. The objective of the first part were were to
study the development of symptoms, and to observe the variation on the gas exchanges, water
relations induced by CVC, and drought stress by length of time. The experiment was carried
under natural conditions with sweet orange ‘Péra’ (Cifrus sinensis L. Osbeck) on ‘Rangpur’
lime rootstock (Citrus limonia). The plants were grown in 100 L pots and the bacteria was

inoculated by spliced approach grafting.



The CVC caused the decrease of ¥, A and g, even without drought stress. Up to 9
months after the bacteria inoculation (MAI), these reductions were limited to afternoons and
occurred during all day after 22 MAIL The raise of the ratio from internal and air CO,
concentration (C,/C;) and the decrease of water use efficiency (WUE) was modified only after
22 MAI, and showed a decreased of photosynthesis efficiency. The responses of A vs. g;, and
A vs. W, were similar for CVC and healthy plants. It was concluded that lower photosynthesis
efficiency from CVC plants was mainly related to the lower leaf water potential, resulting
from the deficiency of xylem hydraulic conductivity.

The drought stress, applied in the beginning of disease development, increased the
severity of the symptons and decreased ¥,, A and g; from CVC plants. This confirms that
water deficiency increases CVC damages.

The lower photosynthesis efficiency of CVC plants and the reduction of 4 in function
of the raise of the vapor pressure deficits (VPD) may be turn unfavorable for the adaptation for
CVC plants to regions with higher demand of atmospheric. This fact, associated with the
problems caused by drought stress, may be a justification for a higher CVC severity in regions
with a high VPD and subjected to water deficiency, as the center and the north of the S#o
Paulo State.

The second part was carried out with the objective of measuring alterations on the leaf
composition of the soluble sugars, free amino acids, phenolics compounds and peroxidase
activity at the begging symptoms of CVC, when the plants were submitted to water stress.

Until ¢ MAI, the composition of soluble sugars, free aminoacids, phenolic compounds
activity and electrophoresis pattern of peroxidases were not affected, although the experiment
was carried out at begging of the symptoms and CVC had reduced A, E, and g;. There was

reduction of the soluble sugar concentration only in leaves with CVC submitted to drought
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stress. The raise of the peroxidase activity was observed only in very symptomatic leaves.
These results supports that the biochemical defenses are not induced during the onset of the
development of CVC, and that the imbalance of water relations, caused by xylem bacteria
colonization, may be main patogenicity mechanism of X, fastidiosa. The water deficit reduced
the peroxidase activity in leaves with symptoms, suggesting that the drought stress damages
plant defenses and is one more factor that justifies the higher severity of CVC in drought

regions.



1. INTRODUCAQ

1.1 CLOROSE VARIEGADA DOS CITRGS

A clorose variegada dos citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, €
atualmente uma das doengas mais graves da citricultura brasileira, devido a sua alta
disseminacdio ¢ significativos prejuizos causados 4 produgdo de frutos em variedades
comerciais de laranjeira doce. Também ¢ conhecida com o nome de “amarelinho”, devido as
plantas apresentarem clorose foliar generalizada, prcipalmente na parte superior da copa
(Rossetti, 2001). A queda na produtividade dos laranjais contaminados tem levado muitos
citricultores 2 erradicagdio dos pomares, sendo que os prejuizos causados pela CVC j
atingiram mais de cem mithSes de dolares anuais (Fundecitrus, 1999).

As folhas das laranjeiras com CVC apresentam-se murchas durante o dia, havendo o
desenvolvimento de manchas clorc’;ticas que possuem pequenas pustulas de cor marrom claro
na face abaxial (fig. 1). Os sintomas evoluem para necroses e abscisdo foliar, morte de ramos e
declinio no vigor das plantas. A CVC reduz a produgfio de frutos que ficam atrofiados,
endurecidos, com maturacio irregular (fig.2), tornando-se inadequados para a comercializagdo

(Rossetti & De Negri, 1990).



Figura 1. Folha de laranjeira ‘Péra’ com sintomas caracteristicos de Clorose
Variegada dos Citros. Fonte: Fundecitrus (1999)

Figura 2. Ramos de laranjeiras com frutos normais (direita) e (esquerda) com
sintomas caracteristicos de CVC. Fonte: Rossetti (2001).



X. fastidiosa é uma bactéria com célula tipo bastonete, medindo 0,25 a 0,35 um, Gran
negativa, imével, aflagelada, oxidase negativa, catalase positiva, sdo aerobicas estritas, ndo
fermentativas, nutricionalmente fastidiosas com temperatura 6tima para crescimento entre 26¢
28 Ce pH 6timo entre 6,7 e 6,9. ¥ membro da sub-divisdo Gama, ordem Lysobacteriales,
familia Lysibacteriaceae, grupo Xanthomonas, género Xylella, com uma Unica espécie (Wells
ef al., 1987). Considerada uma bactériar habitante exclusiva do xilema das plantas (XL.B} com
numerosos trabalhos referindo-a como endofitica. Essas bactérias crescem na seiva do xilema
onde a concentracio de produtos orgénicos é reduzida, embora contenha uma diversidade de
aminoacidos, dcidos organicos e fons inorgénicos, predominantemente na forma monomeérica,
gue sdo nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia (Raven, 1984). Glutamina e asparagina
ocorrem em altas concentracdes no xilema, de forma similar & aparente exigéneia de altas
concentragdes de glutamina e acidos orgénicos nos meios de cultura para X. fastidiosa (Davis
et al., 1980; Davis et al., 1981; Chang, 1993). Em funcio da colonizacio dos vasos da
conseqiiente producfio de gomas, pode ocorrer entupimento parcial ou total dos vasos

(Hopkins, 1989) (fig.3).

Figura 3. Xilema de laranjeira com colonizagio de X. fastidiosa. Fonte: J. E. O. Lima



A bactéria ¢ transmitida por enxertia e por cigarrinhas da ordem Cicadelidae, razdes
pelas quais a doenga se propagou intensamente (Chang ef al, 1993; Lopes, 1996). Muitas
espécies de citros sdo hospedeiras, embora se verificam graves prejuizos apenas em laranjeiras
doces.

A X fastidiosa também ¢ agente causal de muitas doengas em outras plantas, sendo
CO'ﬂhECEdOS hospedeiros em 28 familias de mono e dicotiledéneas {Hopkins, 1989). Em
videiras ¢ agente causal da doenca de “Pierse” (PD); em pessegueirc a “phony peach disease”
(PPD), nanismo em alfafa, requeima das folhas em ameixeira, pereira, amendoeira, platanus ¢
carvalho (Kitajiima ef al., 1975; Mircetich et al., 1976; French & Kitajima, 1978; Hearon ef g/,
1980; Hopkins, 1983; Wells er al., 1983; Raju ef al., 1983; Sherald ef al., 1985; Sherald ef a/.,
1987; Goheenn & Hopkins, 1988). Também foi constatada no Estado de S#o Paulo anomalia
no cafeeiro associada a bactéria (Paradela ef al., 1995).

A incidéncia da doenga tem uma relagfo proporcional & populagdio de vetores bem
como & presenca de indculos (Gottwald ef al.,r 1993; Laranjeira, 1997). Contudo a severidade
da CVC parece nfio estar somente condicionada a presenca do patdgeno, vetores ou a
suscetibilidade do hospedetro: Hopkins (1989) considerou a X fastidiosa como patdégeno
ocasional ou oportunista, onde a patogenicidade € agravada em decorréncia de outros estresses
para as plantas como, deficiéncia hidrica, outras doencas, danos no sistema radicular e
superprodugiic de frutos (Hopkins & Thompson, 1984; Hopkins, 1985, Purcell & Hopkins,
1996).

Embora o seqlienciamento do genoma da X. fastidiosa causadora da CVC tenha sido
concluido (Simpson ef al., 2000) e o esforgo de centenas de pesquisadores no mundo inteiro,
nfo ha ainda medidas de controle satisfatérias que possam ser recomendadas para esse

patossistema (Leite ef al., 2001).



Ha dividas sobre os mecanismos de patogénese nas doengas causadas por X.
Jfastidiosa. Ha hipoteses que relacionam os prejuizos as obstrugdes do sistema vascular ou 3
presenga de toxinas, ou mesmo ao desbalanco hormonal (Hopkins, 1989). Para esclarecer estes
mecanismos ¢ fundamental o estudo das alteragBes fisioldgicas e bioquimicas das plantas

infectadas,

1.2. HrpOTESES SOBRE OS MECANISMOS GERAIS DE PATOGENICIDADE DE X, fastidiosa
1.2.1. OBSTRUCAO DOS VASOS DO XILEMA

Ha indicagbes que o principal mecanismo de patogénese estd relacionado com a
indugio de deficiéncia hidrica, devido ao bloqueio parcial ou total do xilema, que poderia
explicar grande parte dos sintomas (Mollenhauer & Hopkins, 1974, 1976; Micertich ef al.,
1976; Mollenaher et al, 1976). A obstruciio do sistema condutor de 4gua & devida a
deposicdes de gomas produzidas pela bactéria (Beckman & Halmos, 1962; Beckman et al.,
1974; Gardner et al., 1983; Hopkins, 1985).

Para compreender a importdncia dos vasos condutores sobre o fluxo de seiva no
xilema, € necessario considerar o didmetro dos vasos lenhosos. A passagem de seiva no xilema

pode ser descrita pela equagio de Hagen-Poiseuille aplicada para o fluxo de um liguido em um

tubo cilindrico, ou seja:

W=-nr' . 0P/8mdx, 6))

onde: r ¢ o raio do cilindro, 1 € a viscosidade da solugo e 8 P/ 0 x ¢ o gradiente negativo de
pressdo hidrostatica (Nobel, 1991). Esta equacfio estabelece que o fluxo é fungdo do raio do

capilar elevado a quarta poténcia. Quatro vezes no aumento no didmetro de um vaso poderia
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resultar em 256 vezes no acréscimo do fluxe (Zimmermann, 1983). Assim, danos ou
obstrugdes de vasos largos causam queda significativa no transporte de &agua quando
comparados com vasos pequenos. Os prejuizos no transporte sdo ainda maiores, pois 0s vasos
com didmetro mais largo séo também os mais longos. Muitos casos de toleréncia as doengas
vasculares foram atribuidos a vasos pequenos e estreitos (Elgersma, 1973; Teackle er al.,
1975).

No entanto, para o estudo de susceptibilidade das plantas & obstrugdo do fluxo
hidraulico, o comprimento do vaso e a localizagio relativa de seus terminais devem ser
considerados, sendo que a intensidade do processo de bloqueio dependera da anatomia de todo
o sistema condutor de agua (Wiebe ef g, 1984). Vasos terminam em ouiros adjacentes ¢ a
passagem de seiva ocorre por membranas e poros (Zimmermann, 1983). Desde que o fluxo se
d4 entre vasos através de membranas, o nimero e tipos de poros dos capilares nessas
membranas sdo importantes na determinagio do fluxo (Van Alfen, 1989). As dimensdes dos
poros nas membranas, através do qual a dgua deve fluir, sdo normalmente pequenos para
permitir a passagem de bolhas de ar, resultantes de embolia ou de particulas como bactérias ou
de esporos de fungos. A ag@o bacteriana sobre essas membranas, bem como as dimensdes ¢
formatos dos poros dos vasos ou tragueideos, além de determinar papel importante na
susceptibilidade das plantas as obstrugSes promovidas por patdégenos ou macromoléculas no
sisterna condutor de dgua, também sfo importantes na regulacdo do embolismo (Van Alfen ef
al.,1987; Sperry & Tyree, 1988).

Ramos de pessegueiros com PPD apresentaram menor condutividade hidraulica e
reducdo na quantidade de vasos funcionais (Evert, 1987). Em videiras infectadas com X
fastidiosa a resisténcia ao fluxo forcado de dgua em vasos foi entre 60 e 200 vezes maior que

em plantas sadias, sendo que os sintomas de PD foram relacionados com essa obstrugéo.



Ulmeiros também apresentaram maior resisténcia ac fluxo durante o verdio, quando sfo
aparentes os sintomas de requeima foliar (Hopkins, 1981; Kostka ef al., 1986; Goodwin et al.,
1988). Em condigdes de campo, laranjeiras ‘Natal’ ¢ ‘Péra’ com CVC apresentaram fluxo de
seiva até 70% menor que as sadias (Oliveira ef al., 2000b).

A colonizaciio ¢ a patogenicidade de determinadas estirpes de bactérias causadoras de
PD sfio dependentes do movimento sistémico (Hopkins, 1989). O desenvolvimento da colénia
de X fastidiosa é lLimitado pelo comprimento dos vasos de xilema, sendo necessario ©
rompimento das suas membranas para a colonizacdo dos vasos adjacentes (Zimmermann &
McDonough, 1978). O mecanismo pelo qual a bactéria consegue essa quebra ainda nfo ¢
totalmente esclarecido, mas poderia envolver enzimas que atuam sobre celulose, hemicelulose,
substincias pécticas ou protefnas. Nenhuma estirpe de PD, crescidas em meio liquido com
varios substratos, apresentou essas atividades enzimaticas (Hopkins, 1985). No entanto, ha
possibilidade que as coldnias bacterianas agregadas no tecido do hospedeiro produzam e
concentrem as enzimas necessarias para o processo (Hopkins, 1989). Em outros patossistemas
relatam-se a producdo de moléculas sinalizadoras, “quorum-sensing molecules™, que atuam
somente ap6s um niimero de bactérias terem se agregado. Esses fatos conduzem & idéia de que
se deve considerar a coldnia bacteriana como organismo multicelular (Leite er al., 2001).
Essas enzimas ndo tém sido produzidas por algumas estirpes e podem justificar a perda de
viruléncia da bactéria (Davis, 1989; Davis ef al., 1981; Hopkins, 1988; Purcell & Hopkins,
1996). A inibigio da multiplicagdo e da translocaggio de estirpes de X. fastidiosa em cultivares
resistentes de videiras, podem ser atribuidas as barreiras estruturais no xilema, inibidores
quimicos ou envelhecimento da populagdo bacteriana, que resultam em perda de viruléncia
(Mollenhauer & Hopkins, 1976; Huang ef al..1986). Essa restrigéo & colonizagdo da bactéria,

seria feita por tiloses e gomas, produzidas pelo hospedeiro (VanderMolen er al., 1977 Fry &



Milholland, 1990a). Cultivares susceptiveis de videiras nfio conseguem restringir a
colonizacfo sistémica.

Contudo, a simples producgio dessas substdncias nfio explica a resisténcia a doenga e
pode até contribuir para o entupimento do sistema vascular. A presenca de varias obstrucdes
parciais em todo o sistema vascular parece ser uma reago caracteristica de susceptibilidade do
hospedeiro a infecc3o por alguns patégenos vasculares (Elgersma, 1970; Davies er al., 1980;
Fry & Milholland, 1990 b). Beckman & Halmos (1962) propuseram que a susceptibilidade da
bananeira & infecco com Fusarium oxysporum f. sp. cubense foi relacionada a habilidade da
planta em produzir gel ¢ tiloses. Essa produgfo, entretanto, nfio foi eficaz para deter a
colonizacio sistémica. Assim, a presenca de muitas “Ilhas de resisténcia™ levaram uma
superproducdo de tiloses e gel, obstruindo os vasos e provocando o desenvolvimento do
estresse hidrico e de todos os sintomas. A grande produgio de gel e de pectina pelo hospedeiro
e a velocidade € magnitude de colonizacdio de X. fastidiosa, que levam a obstrugéo dos vasos,
poderiam explicar o desenvolvimento dos sintomas em cultivares susceptiveis de videira (Fry
& Milholland, 1990a).

Polissacarideos extracelulares (EPS) produzidos pelos patogenos teriamn papel
importante no bloqueio fisico do xilema (Husain & Kelman, 1958; Katzen et al., 1998; Dow &
Daniels, 2000). EPS sio polimeros de carboidratos secretados por um grande nimero de
bactérias. Podem permanecer associados com a parede celular para formar uma céapsula de
ligacdo ou podem ser liberados no meio onde a bactéria vive. Os EPS permitem que bactérias
de vida livre possam se fixar em superficies solidas onde hi acimulos de nutrientes. As
cipsulas de cobertura da célula bacteriana podem protegé-la contra dissecagdio ou outro
estresse do ambiente ou auxiliar na adesfio de nutrientes, além de possuirem capacidade de

absor¢iio de agua (Durbin, 1991).



Os agregados de X. fastidiosa parecem estar ligados as paredes dos vasos por corddes
produzidos pelas bactérias (Nyland et al., 1973; Mollenhauer & Hopkins, 1974; Huang ef al.,
1986). Os corddes assemelham-se a fibras de polissacarideos que constituem o “glicocalyx”
pelo qual se atribui a habilidade da bactéria se desenvolver em meios turbulentos (Costerton &
Trwin, 1981). O EPS que constitui o “glicocalyx” foi denominado como goma fastidiana, pois
apresenta caracteristicas comuns 3 goma xantana produzida pelo fitopatogeno Xanthomonas
campestris pv. campestris (Dow & Daniels, 2000).

Em funglio de similaridades na capacidade patogénica entre X. campestris pv.
campestris e X. fastidiosa, acredita-se que a patogenicidade da X. fastidicsa também dependa
da regulagdo da producfio da goma fastidiana, uma vez que mutacdes em genes reguladores da
produciio da goma xantana afetam a patogenicidade da X. campesiris pv. campestris {Tang ef
al., 1991, Leite et al.,2000).

Alta resisténcia ao transporte da 4gua, pode ser causada por EPS em concentragdes
baixas em alfafa (Dryden & Van Alfen, 1983; Van Alfen & Allard-Turner, 1979; Van Alfen et
al., 1987). A disfungfio vascular nesse caso ¢ resultado da obstrugdo de pequenos poros das
membranas dos traqueideos. Esses poros nfo tém o mesmo tamanho ao longo da planta, mas
3o maiores em ramos que em folhas jovens. Entdo, uma pequena molécula seria suficiente
para obstruir os vasos nos primérdios foliares.

Essas informacdes podem esclarecer as divergéncias de opinies se o bloqueio do
sistema vascular é suficiente para induzir o estresse hidrico. Em amendoeiras com sintomas
severos de crestamento foliar, apenas 15% dos vasos de xilema foram encontrados ¢com as
bactérias, sendo que a clorose, seguida de escaldadura marginal das folhas, freqlientemente
precedia a detecclio da bactéria (Mircetich er al., 1976). Em cortes seccionais de folhas de

parreira com necrose marginal, sintomas caracteristicos de PD. raramente em mais de 40% dos



vasos continhatn bactérias e muitos desses ndo estavam totalmente obstruidos (Mollenhauer et
al., 1974; Mollenhauer et al., 1976).

Entretanto, em pessegueiros com PPD, onde ndo ocorre a murcha, nfio foi observada
relagdio entre a condutividade radial, potencial de turgor e crescimento celular, sugerindo que
deve haver outras hipéteses para explicar os mecanismos de patogenicidade de X. fastidiosa
(Mircetich ef al., 1976; French & Stassi, 1978; Hopkins, 1981; Anderson & French, 1987;

Evert, 1987).

1.2.2. FITOTOXINAS

Bactérias € fungos fitopatogénicos podem produzir toxinas em meio de cultura e/ou em
seus hospedeiros. As fitotoxinas sdo metabdlitos microbianos danosos as plantas mesmo em
concentragdes muito baixas. A maioria € constituida de pequenas moléculas de formas e
estruturas variadas, sendo hdbil em se difundir dentro do sitio de infecgfio e ser translocada na
planta via apoplasto. Freqiientemente esses compostos tém uma funciio na patogénese,
principalmente se sdo produzidas nos primeiros estigios da infecgdo. Tém-se reproduzido os
sintomas de certas doengas, por meio da aplicagio de toxinas obtidas de culturas de bactérias
patogénicas (Graniti, 1991).

Preparages fitotoxicas obtidas de estiipes de X. fastidiosa de PD produziram
crestamento em folhas de videiras, amendoeiras e ameixeiras, caracteristicos de PD. As
fitotoxinas foram obtidas por culturas de bactéria lavadas com 4gua. Cromatograficamente,
através de coluna de Sephadex G-50, separou-se a atividade téxica em duas fragdes; uma
produziu murcha sem necrose, talvez feita por entupimento vascular devido ao alto peso
molecular dos compostos e a outra, produziu somente necrose marginal tipica de PD (Lee et

al., 1982). Contudo, Goodwin ef al. (1988), observou que a fracdo téxica dos tratamentos
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utilizado por Lee, estava relacionada a componentes do meio de cultura. Trés componentes do
meio PD-2 produziram crestamento similar aos previamente atribuidos as toxinas.

Ha algumas hipdteses de que os EPS, produzidos por patégenos poderiam ser
fitotoxicos as plantas (Strobel & Hess, 1968; Van Alfen, 1989). H4 também toxinas de murcha
que poderiam atuar em doengas vasculares. Estas toxinas que, por definiciio, seriam aquelas
que afetam o estado de 4gua na planta. Van Alfen (1989) atribuiu a duas causas essenciais
para a atuac@o das toxinas causando sintomas de murcha: (a) por afetar o potencial da 4gua ao
redor das células e/ou (b) por afetar as fungSes das membranas celulares. As toxinas que
afetam o potencial da 4gua extracelular seriam provocadas por moléculas que agiriam na
abertura dos estdmatos ou que aumentariam a resisténcia ac fluxo da 4gua no xilema (Dimond,
1970; Milburn et al.,1974; Ayers, 1978; Zimmerman, 1983). As toxinas que alteram (ou
ferem) as membranas de ligacdo entre os vasos condutores promoveriam obstrugdes,
provocando o embolismo, que pode ser a causa principal da diminuicio da condutividade
hidréulica causada por X. fastidiosa (MacCoy, 1982).

Em doengas vasculares, como a murcha do tomateiro, macromoléculas produzidas
pelos patdgenos, bem como substéncias viscosas resultantes da quebra enzimatica das paredes
celulares do hospedeiro, aumentam a resisténcia ao fluxo da 4gua através do xilema e causam
obstrugles nos vasos. Toxmas poderiam danificar a integridade das membranas plasméticas e
alterar suas fungdes, causando perda irreversivel de turgor. No entanto, seriam dificiimente
translocadas em vasos obstruidos no qual o patdgeno estd crescendo. Assim, as murchas
causadas por patégenos toxigénicos, estariam mais relacionadas a queda da condutividade da
seiva no xilema, que a uma agfo téxica diminuindo a retengfo celular de agua (Van Alfen,

1979).
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Machado ef al. (1994) sugeriram que a reducfic no potencial da agua nas folhas poderia
ser devida a provavel diminuicdo no fluxo de agua, causada por obstrugdes nos vasos do
xilema. Embora essas obstrucbes possam estar relacionadas as toxinas, Machado et al. (1994)
observaram que os estomatos sio funcionais em plantas com CVC, pois 0s mecanismos ativos
de abertura ¢ fechamento, permaneciam funcionais. Entretanto, Haberman (1999) observou,
sob condicdes de laboratdrio, falta de sensibilidade dos estdmatos ao déficit de pressdo de
vapor na atmosfera em folhas de laranjeiras com CVC, sugerindo que outros fatores podem

estar agindo sobre os estOmatos, além da redugfio no potencial da dgua.

1.2.3. DESBALANCO HORMONAL

Hopkins (1989) questionou se a obstrucdo do xilema e as toxinas seriam as
responsaveis pelos sintomas caracteristicos de PPD em pessegueiros. Outra hipdtese para o
desenvolvimento de sintomas estaria relacionada com as alteragSes hormonais causadas pela
colonizagio bacteriana no xilema.

A menor g, encontrado em laranjeiras com CVC e videiras com PD, poderia se
relacionar 4 maior concentracdo de acido abscisico (ABA) nas folhas, em funcfo do estresse
hidrico induzido pelas obstrugdes no sistema vascular. Em geral, ocorre em plantas submetidas
ao estresse a elevacio da concentragio desse horménio no apoplasto e nas folhas. O ABA esta
envolvido no fechamento estomatico 2 medida que atua na abertura dos canais de ions e na
atividade de bombeamento de protons nas células guardas (Taiz & Zeiger, 1991). De fato,
Goodwin ef al. (1988b) observaram aumento na concentracio de ABA nas folhas, em videiras
com PD onde parte dos sintomas poderia estar relacionada ao actimulo desse horménio nos

tecidos. Por outro lado em laranjeiras "Péra’ com CVC, a concentracdo do ABA nas folhas foi
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igual as plantas sadias, mesmo que as plantas com CVC tenham apresentando declinio no
potencial da 4gua e acentuada reduco na abertura dos estématos (Gomes, 2001).

French & Stassi (1978) também sugeriram que os sintomas de PPD indicam uma
alteracio nos niveis hormonais end6genos. Observaram que duas aplicagdes de acido
giberélico em pessegueiros andes com PPD estimularam um novo crescimento em quase todas
as gemas terminais. Esses tratamentos resultaram em remogfo parcial dos sintomas sem afetar
a populacio da bactéria na arvore. Corroborando com essa teoria de desbalango hormonal,
paclobutrazol, um inibidor da biossimtese de 4acido giberélico, causa diminui¢do de
crescimento, florescimento abundante € aumenta o teor de clorofila, que sdo sintomas da PPD
em pessegueiros (DeJong & Doyle, 1984; Erez, 1984). AlteragBes ne metabolisme radicular
foram citados como um fator de patogenicidade para PPD ligados aos efeitos hormonais
(Hopkins, 1989).

Assim, além da perda de condutividade hidraulica do xilema, muitos fatores podem
estar agindo em plantas com CVC que podem estar afetando as trocas gasosas ¢ relagdes
hidricas e pa manifestacio dos diversos sintomas presentes nas plantas. O esclarecimento
destes mecanismos ¢ muito importante para dar subsidios ao combate a esta importante doenga

da citricultura brasileira.
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1.3. OBJETIVOS

Esta tese sera apresentada em dois capftulos e tem os seguintes objetivos gerais:

Capitulo I:

a) Estudar as trocas gasosas e relagdes hidricas de laranjeiras "Péra’, ao longo do

tempo de infecgdio com X fastidiosa e sob a presenca da deficiéncia hidrica.
b) Investigar as causas da perda de eficiéncia fotossintética relacionadas & CVC.

c) Avaliar o efeito da deficiéncia hidrica sobre a evolugiio da severidade dos

sintomas.

Capituio 1I:
d) Estudar as alteragdes nas concentragdes de agucares soliveis, aminoacidos,
compostos fendlicos e atividade de peroxidases em laranjeiras ‘Péra’ com CVC e

submetida & deficiéncia hidrica.
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2. CAPITULO I

FOTOSSINTESE E RELACOES HIDRICAS EM LARANJEIRA ‘PERA’

INFECTADA COM Xylella fastidiosa

15



2.1. INTRODUCAO

2.1.1. TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS EM PLANTAS INFECTADAS COM X. fastidiosa.

A CVC reduz a fotossintese em laranjeiras. Esta redugfio estd associada & perda de
condutividade hidraulica do xilema causada pela colonizagio de X. fastidiosa no xilema, que
causa uma diminuiciio do estado de hidrataciio das folhas e na abertura dos estomatos,
limitando o acesso do carbono atmosférico aos sitios de fixagdo de CO; no

mesofilo (Machado ef al., 1994).

No entanto, ainda hd duavidas se todos os sintomas das doengas causadas por A
fastidiosa tém origem apenas da perda de condutividade hidraulica do xilema (Hopkins, 1989).
O comprometimento na eficiéncia fotossintética em folhas que nfo apresentam sintomas ¢
uma indicagfio da possibilidade que outros mecanismos de patogenicidade estdo agindo sobre
a CVC (Machado et al, 1994). Habermann (1999) constatou que houve diminui¢io da
fotossintese devido a4 queda em g, mas também constatou o comprometimento do
metabolismo foliar fotossintético, através da diminuicio da eficiéncia intrinseca da
fotossintese (razio A/C;), relacionada com a diminui¢do da atividade de carboxilagio no
mesofilo em folhas de laranjeiras infectadas. Queiroz-Voltan & Paradela Filho (1999)
encontraram destruicio dos cloroplastos e diminui¢do dos espacos intercelulares do
parénquima lacunoso, nas 4reas das folbas de laranjeiras lesionadas pela doenca, indicando a
possibilidade de toxinas estarem agindo sobre os tecidos das plantas.

Porém, a queda de ¥, observada nas folhas das plantas com CVC, além de induzir 2
redugiio na abertura dos estdmatos, também reduz A, EUA, bem como na atividade da Rubisco
em laranjeiras (Vu & Yelenosky, 1988b; Chaves, 1995; Medina & Machado, 1998). A propria

destruicio dos cloroplastos encontrada em plantas com CVC por Queiroz-Voltan & Paradela
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Filho (1999) pode ter origem no estresse hidrico, através da peroxidagfo de lipideos e
lixiviagdo de eletrdlitos (Hewitt, 1949; Godwin et al., 1988).

Plantas com CVC desenvolvem deficiéncias de N, Zn ¢ K (Quaggio, 1988, Vitti ef al.,
1989). Estas deficiéncias podem agir diretamentie sobre a fotossintese, visto que estes
nutrientes sio componentes fundamentais de enzimas, pigmentos ou ainda, ativadores ou
catalisadores desses processos (Larcher, 2000). Deficiéncias de N e K desenvolvem sintomas
de clorose, associados com perda de clorofila € danos estruturais de cloropiastos (Lavon ez al.,
1999). Somente a enzima Rubisco constitui entre 30 e 50% de todo o nitrogénio foliar ¢ forma
aproximadamente 50% de toda proteina soltivel nas plantas (Lawlor, 1994).
com CVC (Machado er al, 2001). A eficiéncia e utilizagdo da luz para cada fotossisterma
variam proporcionalmente com a capacidade de fixagdo do carbono nas reagdes que
consomem o NADPH e ATP, gerados nos processos fotoquimicos. Uma redugfo na fixago
do carbono causado por X fastidiosa, reduzindo a regeneracio dos aceptores de elétrons
(NADP" e ADP) pode resultar em excedente de energia luminosa, causando a fotoinibic8o. A
disponibilidade de radiagiio e a temperatura do ambiente podem influenciar sobre o dano
fotoinibitorio que se manifesta através de alteraces nas caracteristicas da fluorescéncia, no
rendimento quéntico e na perda da capacidade para fixar CO, (Krause, 1988).

X. fastidiosa também afeta trocas gasosas e relagdes hidricas em outras espécies
hospedeiras. Ha redugfio em gs em videiras com PD, embora este fato s ocorra nas horas mais
quentes do dia (Goodwin et al., 1988). A redugdo no crescimento, clorose margial foliar
marginal que evolui para necroses, maturagdo precoce dos cachos e outras alteracbes

fisiol6gicas, foram associadas ao estresse hidrico provocado pela bactéria.
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Em pessegueiros com PPD, Anderson & French (1987) observaram no meio do dia,
redugdo de 15 a 25% em g, redugéio de 12 a 18% de 4 e declinio em ¥, entre 0,2 e 0,6 MPa.
Qutras alteracdes fisiologicas constatadas como, florescimento precoce, senescéncia foliar
tardia, redugfio no tamanho dos frutos e internddios curtos com redugfio no crescimento apical,
foram atribuidos aos bloqueios no xilema verificados pela reducio de W, (Evert & Mullinix,
1983).

Para French & Stassi (1978), o declinio na fotossintese em pessegueiros com PPD pode
estar relacionada a queda de g5 que por sua vez é causada pela reduciic do estado de
hidratacio das folhas. Também nfo houve sintomas de murcha, necrose ou abscisfes foliares,
normalmente associadas com uma reducfo no transporte hidrico vascular. Porém, a reducéo
em ¥, foi insuficiente para explicar a diversidade de sintomas, j& que nfo houve reducio na
condutividade hidriulica das raizes, ramos e potencial de turgor na copa.

Desta forma, toxinas, desbalanco hormonal e de nutrientes, menor condutividade
hidraulica do sistema radicular e outros fatores podem estar agindo em conjunto e conduzindo
ao depauperamento geral da planta (Mircetich er al., 1976; French & Stassi, 1978; Hopkins,
1989). Dependendo do tempo de infecgfio pode-se observar alteragdes fisiologicas na planta,
resultantes do proprio tempo de estresse ¢ da desnutricBo que os seus tecidos foram
submetidos. Assim, é importante observar como estes processos ocorrem ao longo do
desenvolvimento da doenga e verificar como a eficiéncia fotossintética de plantas sadias e
doentes estd relacionada com o estado de hidratacido das plantas ou com as deficiéncias

minerais.
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2.1.2. EFEITOS DE FATORES ABIOTICOS SOBRE A CVC

Os fatores climaticos ¢ edaficos podem exercer papel importante sobre o sistemna
patégeno-hospedeiro (Kriigner, 1978; Huber, 1980; Bell, 1981, Kuc, 1987). A temperatura
influencia a suscetibilidade do algodoeiro “Acalla 4-42-77” & murcha causada pelo patdgeno
vascular Verticillium albo atrum (Bell & Presley, 1969) e a suscetibilidade do trigo ao atague
de Puccinia g%amz’nis (Mayama ef al., 1975). Tratos culturais ¢ adubaglio parecem influenciar
no desenvolvimento da CVC (Malavolta, 1993; Lima, 1996).

A predisposicio 2 doengas ¢ fregiientemente observada em plantas sob deficiéncia
hidrica (Bertrand et al., 1976: Schoeneweiss, 1983; Appel & Stipes, 1984). Boyer (1993)
sugere que o decréscimo do potencial da 4gua na planta diminui sua taxa de crescimento sem
alterar, contudo, o desenvolvimento do patégeno. Isto permite uma colonizacio em maior
extensdo nos tecidos do vegetal. A diminuicdo na atividade fotossintética e de sintese de
proteinas poderia causar queda na sintese de metabolitos e de enzimas inportantes para a
resistancia as doencas. Shoeneweiss (1986) observou que a seca induz maior suscetibilidade
das plantas as doengas por injirias nos seus mecanismos de defesa.

Esta maior susceptibilidade de plantas aos patdgenos, quando submetidas 4 deficiéncia
hidrica, parece estar presente em patologias causadas por X fastidiosa, Em videiras os
sintomas do mal de "Pearse’ s3o agravados por estresses ¢ nos EUA, esta doenga esta restrita
as regides mais quentes, localizadas ao sul da Florida (Loomis, 1958). A deficiéncia hidrica
aumenta a severidade de X. fastidiosa em Parthenocissys quinquefolia (McElrone ef al,
2001), embora os motivos dessa maior severidade ndo tenham sido esclarecidos.

A deficiéncia hidrica parece influenciar o desenvolvimento da CVC nos pomares
paulistas (Salva er al, 1995, Gravena ef al., 1997). Mapeamentos da distribuicdo da CVC

apontam para maior severidade nas regides norte € noroeste do Estado de Sdo Paulo, onde ha
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maior perfodo de deficiéncia hidrica, major temperatura e demanda atmosférica (fig. 4). No
entanto, essas observagdes ainda nfo foram metodicamente esclarecidas para a CVC.

Assim, devido ao avango da CVC e aos graves prejuizos causados nos pomares
brasileiros, os estudos das alteragdes prov;jcados por X fastidiosa nas trocas gasosas €
relagbes hidricas em laranjeiras s¥o muito importantes, pois auxiliam o esclarecimento dos
mecanismos da infecgdo. Também & importante que se esclareca sobre a influéneia das
condigtes climéticas e do déficit hidrico na evolugéio da doenga, visto que ha o predominio do
cultivo de citros sem irrigacdo no Estado de Sdo Paulo e a presenga de déficits hidricos em

muitas regides de cultivo (Ortolani ef al., 1991).

Incidéncia de CVC por Regiao - 2000

o
w3

incidéncia (%)
[ ]
f==]
=

Regida Fegido Regido Regido
Horte Moroeste  Centro sul
_ Hota?

Figura 4. Incidéncia e severidade da CVC em diferentes regides do Estado de
SHo Paulo. Nota 1 refere-se as plantas com sintomas restritos as fothas e a Nota
2 refere-se a sintomas em folhas e frutos. Fonte Fundecitrus (1999).
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2.1.3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

a) Estudar as trocas gasosas e relacOes hidricas de laranjeiras 'Péra’, ao longo do

tempo de infeccéio com X. fastidiosa e sob a presenca da deficiéncia hidrica.

b) Investigar as causas da perda de eficiéncia fotossintética relacionadas 3 CVC.

¢} Avaliar o efeito da deficiéncia hidrica sobre a evolucdo da severidade dos

sintomas.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS EM PLANTAS COM CVC E SUBMETIDAS “A
DEFICIENCIA HIDRICA

2.2.1.1. OBTENCAO DE PLANTAS cOM CVC

O experimento foi instalado no Centro Avancado de Pesquisa Tecnolégica do
Agronegocio de Citros ‘Sylvic Moreira’ do Instituto Agrondmico (IAC), localizado em
Cordeirépolis, Estado de S&o Paulo, Brasil.

Em maic de 1997 transplantaram-se 80 mudas de laranjeira ‘Péra’ com dezesseis
meses de idade ¢ enxertadas em limoeiro ‘Cravo’ para vasos com volume de 100 Itros,
dispostos em 5 linhas de 16 plantas orientadas no sentido Norte-Sul. O espagamento entre
vasos foi de 0, 5 metro ¢ de 2 metros entre linhas. Os vasos foram mantidos em telado com
dimensdes de 20 x 12 x 2,8 m, possuindo uma antecdmara para evitar a passagem de insetos
para o interior do telado. A tela de revestimento era de nylon com maltha de 2 mm (Clarite,
Equipesca-Campinas-SP). Desta forma, evitou-se a transmissdo natural de X. fastidiosa por
cigarrinhas (fig. 5).

O substrato para o desenvolvimento das plantas foi preparado com % de areta, ¥
composto orgénico e ¥z de terra. Suas caracteristicas quimicas eram: pH em CaCl, de 5,6; 78
rng/dm3 de P; 1.8, 12,2 ¢ 4,3 mmol/dm® de K, Cae Mg, respectivamente; 22 mmol/dm® de H
+ AL 10,0, 0,4, 0.4, 2,0 ¢ 1,5 mg/dor’® de S-SO,, B, Cu, Mn e Zn, respectivamente. Essas
condi¢des de fertilidades sdo consideradas adequadas para o desenvolvimento da planta citrica
(Grupo Paulista de Adubacéo e Calagem dos Citros, 1994).

As plantas foram adubadas com 50, 100 e 150 g de N por vaso no primeiro segundo e

terceiro anos, respectivamente, fornecidos com nitrato de calcio e em 6 parcelas bimestrais. K
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foi fornecido em 2 adubacdes anuais, realizadas em setembro e dezembro, contendo 10 g do
elemento fornecidas como cloreto de potassio. Adubagdes com sulfato de zinco, sulfato de
mangands, 4cido borico, sulfato de cobre e molibdato de sodio no substrato, totalizaram 0,4 g
de 7n, 0,4 g de Mn, 0,2 g de B, 0,4 g de Cu e 0,05 g de Mo por planta por ano. As
concentragdes de macro e micro nutrientes nas folhas obtidas por duas andlises realizadas
durante a evolucio da doenga, foram feitas no Centro de Solos e Recursos Nazurais’ do IAC ¢
estdo apresentadas no Apéndice 1.

A irrigaco foi feita através por gotejamento tipo ‘espaguete’ com vazlo de 2 titros de
dgua por hora. A Irrigacdio ocorreu a cada dois dias, durante 4 horas ou aié o inicio da
drenagem dos vasos.

A inoculagio de X fastidiosa em plantas sadias foi feita através da encostia com
plantulas doentes. Esta encostia foi realizada no tronco, logo abaixo dos ramos principais da
copa em metade das oitenta plantas disponiveis em julho de 1997 (fig. 6). As pléntulas
utilizadas para transmissdo, foram obtidas através de garfagem de ramos de laranjeira ‘Péra’
com sintomas tipicos de CVC em cavalos de limoeiro 'Cravo'. Para tanto, esses cavalos, aos
dois meses apos a semeadura, foram mantidos em “tubetes” contendo 250 ml. de substrato
composto por % de matéria orglnica origindria de turfa, % de casca de pinos e Y2 de
vermiculita expandida. Os tubetes foram irrigados individualmente enquanto fixados no ramo
da laranjeira. A retirada do tubete do ramo da laranjeira com CVC ocorreu apoOs 30 dias,
quéndo houve a constatacio do sucesso dﬁ garfagem.

Para constataciio da presenca da bactéria na planta inoculada, utilizou-se 0 exame de
reacio de polimerase em cadeia (PCR) estabelecido por Pooler & Hartung (1993), realizado

em folhas localizadas acima e proximas da regifo da encostia.
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2.2.1.2. MEDIDAS DA SEVERIDADE DE CVC

Em Abril de 1999 e Abril de 2000, a severidade dos sintomas foliares de CVC foi
avaliada em 600 folhas de 3 ramos sorteados de cada repetigio. Para tanto, utilizou-se a escala
diagramética proposta por Amorim er al. (1993) (fig. 7). Apds essa determinaglo, foram
estabelecidas quatro classes de severidade, de acordo com a érea do limbo foliar ocupada
pelos sintomas: classe 1: entre 1 ¢ 10 %; classe 2, entre 10 e 20 %; ciasse 3, entre 20 ¢ 30%;
classe 4, mais que 30% do limbo foliar com sintomas. A andlise dos resultados foi feita pelo

teste F e comparados pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 5. Experimento instalado sob telado 4 prova de infestagfo de cigarrinhas.
Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio de Citros ‘Sylvio Moreira’,
Instituto Agronémico. Cordeiropolis - SP.
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Figura 6. Transmissdo de X fastidiosa através da encostia com plantas doentes.(A):
tubete com plantula inoculadora com CVC,
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Figura 7. Escala diagramdtica para avaliagio da severidade da CVC (Amorim ef al., 1993)

2.2.1.3. TRATAMENTOS

Apbs a consiatacio dos primeiros sintomas de CVC nas plantas inoculadas foram feitos

os seguintes tratamentos, com cinco repetigdes dispostas em blocos completos

e Plantas sadias (Sadias) e doentes (CVC) sem deficiéncia hidrica

oPlantas doentes com um ciclo de deficiéncia hidrica (CVC 1), aplicado em margo de
1998, ou seja, nove meses posteriores a inoculagio (9 MPI)

oPlantas sadias com um ciclo de deficiéncia hidrica (Sadia 1), aplicado em margo de
1998.

sPlantas doentes com dois ciclos de deficiéncia hidrica (CVC II), aplicados em margo
(9 MPD) e em outubro de 1998 (16 MPI)

ePlantas sadias com dois ciclos de deficiéncia hidrica (Sadias II), aplicados em margo €
em outubro de 1998.

sPlantas doentes com trés ciclos de deficiéncia hidrica (CVC III), aplicados em margo
e outubro de 1998 e abril de 1999
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oPlantas sadias com trés ciclos de deficiéncia hidrica (Sadias IIT), aplicados em mar¢o
e outubro de 1998 ¢ abril de 1999.

Os ciclos de deficiéncia hidrica foram impostos pela suspensdo da irrigagfo, até que a
taxa de assimilagiio de CO, fosse aproximadamente nula, quando as plantas foram novamente

irrigadas.

2.2.1.4. MEDIDAS DE TROCAS GASOSAS E DE RELACOES HIDRICAS.

Durante o desenvolvimento dos déficits hidricos, mediu-se diariamente no periodo da
manhi (entre 8:00 e 9:00 horas), ao redor do meio dia (entre 12:00 ¢ 13:00 horas) e no periodo
da tarde (entre 15:00 e 16:00 horas), A, g; ¢ E, com um analisador portatil de fotossintese por
radiagfio infra-vermelho, com cAmara de % de litro com ventilador (IRGA, modelo Li- 6200
LiCOR, Linconl, NE), de acordo com método descrito por Vu et al. (1986). As medidas foram
feitas em folhas totalmente expandidas, com 6 a 8 meses de idade, expostas 2 radiagio solar,
com no maximo 3% do limbo apresentando lesdes caracteristicas de CVC. Também, foram
feitas medidas apds a re-irrigagao das plantas para observar os efeitos imediatos da deficiéncia
hidrica sobre a recuperagfo de plantas sadias e doentes.

A temperatura da folha (°C) foi medida com termopar cobre-constantan e FFF foi
medido em pmol/m’.s com um quantdmetro LI-190SA (LiCor-Linconl-NE), ambos acoplados
na camara de medicio do IRGA LI-6200.

Dados de temperatura e de umidade relativa do ar foram obtidos em uma estagdo
meteorologica automética, localizada a 500 metros do experimento (dados fornecidos de 10

em 10 minutos).
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Para calculo do déficit de pressdo de vapor entre o ar e a folha (DPV/,,) considerou-se

que:
DPVig = (eSq— edy,) — eqy, 2)
sendo que,
ed,= (esy X RH)Y/100, (3
esqr = 0,61078 exp [17.269 x To/ 237,3 + Ty} € 4)
ear=0,61078 exp [17,269 x T/ 237,3 + T4, (5)

onde, eq,, ¢ a pressdo atual de vapor do ar, es,r € pressdo saturante de vapor do ar e e eay €
pressio atual de vapor da folha em kPa; RH, umidade relativa; es., ¢ ear foram calculados pela
equacio de Murray, na qual T, ¢ Trsfo, respectivamente, a temperatura do ar ¢ da folha, em
°C.

Durante a aplicagfo dos tratamentos, ¥, foi medido diariamente as 6:00 (‘¥¢) e 14:00
horas (W14) com uma cédmara de pressdo utilizando técnica descrita por Kaufmann (1968). Para
tanto, foram utilizadas folhas semelhantes e proximas aquelas onde foram feitas medidas de
trocas gasosas. Elas foram previamente cobertas com filme pléstico umedecido. Logo a seguir,
a folha foi cortada com lamina, em corte Unico e rapido no peciole junto ao ramo e colocada
na cimara de pressdo, contendo papel imido no seu interior. A leitura era anotada assim que
houvesse a visualizacio do esudato de seiva, com auxilio de uma lente com capacidade de
aumento da imagem em dez vezes. Foram realizadas quatro medidas por tratamento.

Para analise dos resultados de A, gs e Weou W4 ao longo dos dias, em cada ciclo de
deficiéncia hidrica utilizou-se a andlise de varidncia (teste F). O delineamento experimental foi
o de blocos casualisados em esquema fatorial, considerando-se como causas da variacdo os

tratamentos, os dias de medidas, os horarios, os blocos e as interagbes entre os primeiros trés
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fatores. As médias dos resultados foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (P <0,05).

A tespostas de 4 em funglio de g; (eficiéncia intrinseca no uso da 4gua) foi feita para
todas as medidas obtidas entre os tratamentos irrigados e sob estresse. A andlise dos resultados
foi feita através do teste T, para a angulagfio obtida das regressdes lineares a partir da origem
{com cinco repetigdes).

Para as respostas de 4 em fungio de DPVi,, Wse Wi, comsiderou-se apenas as
leituras nos tratamentos irrigados, com FFF acima de 700 umolm’s, suficiente para a
saturacdo luminica da fotossintese (Syvertsen, 1984).

A analise comparativa de A, g, EUA e C/C, em fungio do tempo de infecgdo entre
laranjeiras sadias € com CVC, foram feitas com os tratamentos irrigados aos 9, 16 e 22 MPL,
Utilizou-se, nestas comparacdes, a média dos dados medidos em plantas irrigadas no periodo
da manh3 (média das medidas feitas entre as 9:00 e 10:30 horas) e no periodo da tarde (média
entre as 12:00 e 14:00 horas), somente quando o FFF fosse igual ou superior a 700 pmol/m’ s.
e ao longo de cada periodo de observagdo. Para o estudo de C/C, considerou-se a
concentragio de CO, na atmosfera de 360 pmol/mol. A analise desses resultados foi feita pelo
teste F, com delineamento experimental totalmente casualisado e as médias comparadas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05).

2.2.2. MEDIDAS SOB CONDICOES CONTROLADAS DA TAXA DE ASSIMILACAO DE CO; EM

PLANTAS COM CVC COM DIFERENTES GRAUS DE SEVERIDADE DOS SINTOMAS FOLIARES

As medidas da taxa de fotossintese em folhas com diferentes graus de severidade de CVC,
em dois niveis de DPV (0,7 kPa e 2,7 kPa), foram feitas em quarenta plantas de laranjeira

“‘Péra’ com dezoito meses de idade, cultivadas em sacolas plasticas com substrato Rendimax
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(Eucatex). Utilizaram-se folhas com os seguintes graus de severidade de CVC, de acordo com
a escala diagramatica proposta por Amorim ef al. (1993): 0, 3, 6, 15, 25 e 35%. As plantas
foram transferidas as 7:00 h para aclimatacfo em cdmaras de crescimento tipo fitotron (ILKA)
com FFF de 350 pmol/m’.s, temperatura de 28 °C e déficit de pressdio de vapor (DPV) de 0,7
kPa e 2,7 kPa (fig. 8). Apbs 2 horas de aclimatacdo foram realizadas medidas de A em folhas
completamente expandidas, de mesma idade, com um medidor portatil de fotossintese por
radiac@o infravermelha (LI-6400, Licor - Lincoln Nebraska). Durante as medidas, as folhas
foram submetidas a FFF de 1000 pmol/m’.s, fornecida pela prépria cdmara do LI-6400 (fig.
9). O DPV dentro da cdmara de mediciio do LI-6400 foi mantido semelhante as condigdes do
fitotron, através de controles de temperatura e de umidade relativa da camara do Li-6400 e
pelo fornecimento de ar com umidade conhecida, através de um aparelho gerador de ponto de
orvalho (LI-610 Dew Point Generator- Licor- Lincoln Nebraska). O ar gerado pelo LI-610 era
enviado para um reservatorio de 10 litros e deste para o LI-6400.

Houve dez medidas para cada indice de severidade, que foram comparados pelo teste T, ao

nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 8. Vista da cAmara de crescimento (ILKA) com as laranjeiras "Péra’ utilizadas para
medidas da taxa de assimilagio de CO, em folhas com crescentes niveis de severidade da

CvC.
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Figura 9. IRGA 6400 com fonte de luz utilizado para medidas de trocas gasosas em folhas de
laranjeiras "Péra’ com diferentes niveis de severidade de CVC.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1 TRANSMISSAO DE X. fastidiosa E EVOLUCAO DOS SINTOMAS FOLIARES

A presenca de X, fastidiosa foi detectada pelo exame PCR, apos dois meses da
inoculacdo por encostia, em apenas uma planta (2,5% das pian{as inoculadas). Apos cinco
meses (6/01/98), a bactéria foi detectada em 21 plantas (532,5% das plantas inoculadas). Neste
intervalo, as plantas nfio apresentaram nenhum sintoma de clorose. Contudo. havia smtomas
de murcha em algumas folhas isoladas. Em fevereiro de 1998, observou-se em nove plantas a
presenca de sintomas caracterizados por pequenos pontos de clorose em folhas isoladas. Em
marco de 1998 (nove meses posteriores a inoculagdo) constatou-se a presenca de bactéria em
38 das plantas inoculadas (95%) sendo que 21 delas j& apresentavam os sintomas de clorose

iniciais. Dentre essas plantas, 20 foram escolhidas para a aplicagéo dos tratamentos.

2.3.2. EFEITO DA DEFICIENCIA HIDRICA SOBRE A SEVERIDADE DA CVC

Em abril de 1999, aos 22 meses apds a inoculagdo (22 MPT) de X. fastidiosa, observou-
se que a deficiéncia hidrica ndo influenciou a severidade da CVC, embora os resultados
mostrassem uma tendéncia para maior severidade nos tratamentos CVC 1 e CVC I (fig. 10).
Esta influéncia foi constatada somente em abril de 2000 (34 MPI), ou seja, os tratamentos que
sofreram estresse, CVC I e CVC 1L, apresentaram maior porcentagem de folhas com smtomas
e com maior severidade. Néo se observou diferenca entre as plantas que sofreram um ou dois

ciclos de deficiéncia hidrica.

[S)
L



18 22 MPI

Folhas com sintonras (%)

Folhas com sintomas (%)

T 2 2 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Severidade

Figura 10. Incidéncia e severidade de CVC em laranjeiras ‘Péra’ com CVC irrigadas
(CVC) e em plantas submetidas a um e dois ciclos de deficiéncia hidrica (CVC T e CVC II)
aplicados respectivamente em marco ¢ outubro de 1998, aos 22 e 34 meses posteriores a
inoculagio com X. fastidiosa (MPI). Valores de severidade indicam a % da drea do limbo com
sintomas de cloroses e necroses indo de um a 10% (classe 1), entre 10 e 20% (classe 2), entre
20 e 30% (classe 3) e mais de 30% (classe 4). Barra indica a diferenca minima significativa
pelo teste de Tukey (P<0,05).
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2.3.3. TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS EM PLANTAS SADIAS E COM CVC, 9 MESES
POSTERIORES A INOCULACAO.
2.3.3.1 PLANTAS IRRIGADAS

Nove meses postetiores 4 inoculagdo, Wy foi semelhante entre as plantas sadias e com
CVC, ao redor de — 0,3 MPa (fig. 11). No entanto. ¥4 foi menor nas plentas com CV(, isto &,
ao redor de —1,2 MPa e as plantas sadias ao redor de ~0,8 MPa.

Neste periodo, as folhas em que foram feitas as medidas anda no apresentavam
sintomas, contudo a CVC reduziu A e g,. Essa reducdo ocorreu ao meio diae @ tarde (fig. 12).
A reducio em A pela CVC esteve proxima a 30%, tanto ao meio dia quanto a tarde ¢ a redugdo

em g foi significativa apenas ao meio dia e situou-se tambem ao redor de 30 %.

9 MPI
G 0
P o S
!M_/‘N —
-1+ E -1+ . /x
B
= ™, .
2k 5 2t
"'3 - & Sadiaa ‘3 I —a—— Sadia a
4 CVCa —&-—CVCh
_4 P ; ; I 1 _4 i L .
i 8 11 18 22 i 8 11 18 22
Dias Dias

Figura 11. Potencial da dgua medido as 6:00 horas (f's) € as 14:00 horas (W14) em
folhas de laranjeiras ‘Péra’ sadias e com CVC irrigadas, nove meses posteriores a
inoculagio com X. fastidiosa (MPI). Tratamentos seguidos de letras diferentes
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), dentro do horéario analisado e por
todos os dias de observacgao,
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2.3.3.2. PLANTAS SUBMETIDAS AQ PRIMEIRO CICLC DE DEFICIENCIA HIDRICA

Durante o primeiro ciclo de deficiéncia hidrica, que se desenvolveu durante 11 dias,
observou-se que houve queda de ¥, das plantas Sadias I ¢ CVC L. W minimo siftuou-se ao
redor de —2.8 MPa ¢, para ¥4 proximo a -3,1 MPa (fig. 13).

No décimo primeiro dia, 4 foi préximo a zero para todos os tratamentos, quande entdo
todos os vasos foram re-irrigados. ApSs esta re-irrigago, houve a recuperagdo rapida do
potencial da 4gua nas folhas para ambos os tratamentos, que se igualaram as medidas
anteriores ao estresse hidrico. As recuperacdes de A e de g, ocorreram gradativamente em 14
dias. Também foi possivel verificar que apds a recuperago das plantas, Wi, A, g5 foram

menores no tratamento CVC I com relagio ao tratamento Sadia L.

2.3.4. TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS EM PLANTAS SADIAS E COM CVC 16 MESES
POSTERIORES A INOCCULACAQC
2.3.4.1. PLANTAS IRRIGADAS

Houve semelhanca nos valores de W¢ para todos os tratamentos. No entanto, as plantas
Sadia e Sadia I (que haviam recebido um primeiro ciclo de deficiéncia hidrica em margo de
1998), apresentaram valores de ‘Vi4 semelhantes e maiores que osdos tratamentos CVvC e
CVC I (fig. 14).

Embora tenha ocorrido semelhanga em Wq entre os tratamentos CVC ¢ CVC 1 a
deficiéncia hidrica imposta anteriormente, aos nove meses posteriores & inoculagdo, reduziu
¥ 14 cujas medidas ficaram ao redor de —1,3 MPa para CVC e ~ 1,6 MPa para as plantas CVC
I. Tais resultados sugerem que ¥, nas plantas doentes pode ser modificado pela ocorréncia de

deficiéncia hidrica em periodos anteriores.
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Figura 13. Potencial da dgua medido as 6:00 horas (Wg) e as 14:00 horas (W14), taxa de
assimilacio de CO; (A) e condutdncia estomatica (gs) em folhas de laranjeira ‘Péra’ sadias
com CVC, submetidas a deficiéneia hidrica. medidos em margo de 1998, nove meses
posteriores & inoculagiio com X. fastidiosa (MPI). Seta indica a re-irrigagdo dos tratamentos.
Medidas seguidas com letras diferentes diferem entre si pelo teste T (P<0,05), dentro do dia

analisado.
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Figura 14. Potencial da 4gua medido as 6:00 horas (¥4) e as 14:00 horas (V1) em folhas de
laranjeiras ‘Péra’ sadias e com CVC Irrigadas e em plantas que sofreram um ciclo de
deficiéncia hidrica, 9 meses posteriores & inoculaglo com X. fastidiosa (MPI) (Sadia I e cve
T). Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05),
dentro do hordrio analisado e por todos os dias de observagfo.

Os tratamentos Sadia e Sadia T apresentam semelhanga quanto a 4 ¢ gs, indicando que
houve total recuperagio da fotossintese das plantas sadias que sofreram estresse. Por outro
lado, as plantas doentes CVC e CVC I apresentaram menores A ¢ g5 que as plantas sadias, em
todos os horarios medidos (fig. 15).

O tratamento CVC I apresentou ao longo do periodo, nas medidas da tarde, 4 50%
menor com relacio ao tratamento com CVC. Essa redugdo em A sugere que o estresse sofrido,
na fase inicial de desenvolvimento da doenca aos 9 MPI, agravou os prejuizos causados pela

CVC.
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teste de Tukey (P<0,05), dentro do horario analisado e por todos os dias de observago.
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2.3.4.2. PLANTAS SUBMETIDAS AO SEGUNDO CICLO DE DEFICIENCIA HIDRICA

Durante o periodo de suspensfio da irrigacfio, que se estendeu por 12 dias em outubro
de 1998, W5 para o tratamento CVC II atingiu - 2,0 MPa e W4 2,2 MPa (fig. 16). Apds a
refrrigacdio, houve recuperagfio do potencial da dgua para os tratamentos, atingindo valores
proximos aos encontrados antes da aplicagfio da deficiéncia hidrica. Aos 12 dias sem irrigacio,
A e g atingiram valores proéximo a zero para os tratamentos Sadia 1T e CVC 1. A recuperacio
de A e de g, ap0s a reirrigaco ocorreu de forma semelhante para ambos os tratamentos,

atingindo valores serelhantes aos encontrados antes da aplicagio do déficit hidrico.

2.3.5. TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS EM PLANTAS SADIAS E COM CVC, 22 MESES
POSTERIORES A INOCULACAQ
2.3.5.1. PLANTAS IRRIGADAS

Os valores de W5, Wi, A e g das plantas Sadia I e II foram semelhantes aos do
tratamento sadia (resultados nfo mostrados). Ou seja, conforme também demonstrade
anteriormente, ndo ocorreu efeito residual do estresse hidrico nas varidveis medidas nas

plantas sadias.

Ys e W14 do tratamento Sadia foram maiores que os respectivos potenciais da dgua dos
tratamentos CVC, CVC 1 e CVCII (fig. 17). Entre os tratamentos doentes, W4 foi semelhante
contudo, ¥4 foi maior para as plantas doentes que ndo sofreram deficiéncia hidrica (CVC) e

semelhantes entre aquelas com um (CVC I) ou dois ciclos de deficiéncia hidrica (CVC 1I).
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diferentes diferem entre si pelo teste T (P<0,03), dentro do dia analisado.
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Figura 17. Potencial da agua as 6:00 horas (¥s) ¢ as 14:00 horas {W¥s) em folhas de
laranjeiras “Péra’ sadias e com CVC irrigadas ¢ com um ou dois ciclos de deficiéncia hidrica
(CVC 1 ou CVC 1), aplicados em margo e outubro de 1998, respectivos aos 9 e 16 MPI com
X. fastidiosa. Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
{P<0,05), dentro do horario analisado e por todos os dias de observagdo.

Para as plantas sadias, os valores de 4 ¢ de gs foram diferentes entre o0s dias ¢ 0s
horarios das medidas. Nos primeiros 10 dias de observagdo, os valores de A foram maiores
que os demais dias. Também, os valores de A foram maiores pela manhd (fig. 18). Essas
respostas também foram observadas para os tratamentos com CVC. Estas variacdes estio
relacionadas com a variacdo das condigdes climdticas (Ver apéndice 2).

O tratamento CVC apresentou A e g, maiores que as plantas que sofreram um ou dois
ciclos de deficiéncia hidrica (CVC I e CVC II), embora esta diferenga fosse notada apenas ao

meio dia e a tarde.
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2.3.5.2. PLANTAS SUBMETIDAS AO TERCEIRO CICLO DE DEFICIENCIA HIDRICA

Houve declinio mais rapido no potencial da d4gua na folha do tratamento Sadia TII (fig.
19) e 0 ¥; atingiu — 3,7 MPa apds 10 dias da suspensfo da irrigagéo. O tratamento CVC I
atingiu valor semethante de Wy somente apds 15 dias de suspensdo da irrigaco. Esse mesmo
tipo de resposta ocorreu para o potencial da dgua medido s 14 horas.

Apos 10 dias de indugfio da deficiéncia hidrica, 4 e g, atingiram valores proximos a
zero para o tratamento Sadia III, e apés 15 dias para CVC 111 (fig. 19). A recuperagio de 4 ¢
gs apds a re-irrigacio nfo ocorreu para ambos 0s tratamentos, ficando abaixo das medidas
obtidas antes do estresse. N#o foi possivel comparar estatisticamente 0s resultados, entre as
plantas sadias e doentes, pelo menor tempo de recuperagdo que as plantas doentes foram
submetidas. Contudo, essas medidas se aproximaram, daquelas obtidas pelas plantas dos
tratamentos Sadia e CVC I ou CVC Il no mesmo periodo (fig. 18).

O consumo didrio de agua das plantas sadias foi maior e pdde ser observado pela
variacdo da umidade do substrato ao longo dos dias (fig. 20). Esse maior consumo de agua

poderia ser justificado pela maior taxa de transpiragdo das plantas sadias (fig. 21).
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com letras diferentes diferem entre si pelo teste T (P<9,03), dentro do dia analisado.
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Figura 21. Taxa de transpiragfo (E) em plantas irrigadas sadias e com clorose
variegada dos citros aos 22 MPI com X. fastidiosa. Tratamentos com letras diferentes
diferem entre si pelo teste de Tukey ao longo do perfodo analisado(P<0,05).
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2.3.6. TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA Cv({
1.3.6.1. FOTOSSINTESE, EFICEENCIA NO USO DA AGUA, RAZAO C/C,

A fig. 22 mostra os efeitos da X fustidiosa sobre 4, g, EUA e C/C; em plantas
irrigadas, no periodo entre 9 e 22 MPI, na parte da manhd ¢ da tarde.

Aos 9 meses de infecciio a CVC reduziu 4 (fig. 22). Esta reduglio restringiu-se ac
periodo da tarde. Também ndo houve diferenca em g, EUA ¢ C/C, As temperaturas das
folhas foram: Tr= 29, 6 °C + 0,8 ¢ 29,1 °C = 0,5 no periodo da manhd e 35, 2°C £ 0,4 ¢ 35,3
°C + 0,3 no periodo da tarde, para plantas sadias e com CVC. respectivamente.

Apbs 16 MPIL, a CVC promoveu uma redugdo em A e em g nos dois periodos
analisados. Essas reducdes, entretanto, nfo afetaram EUA ou a razfio C/C. As medidas
também foram feitas com Ty semethantes entre os tratamentos sendo de 32,6 °C=0,5¢ 33,0
°C + (,6 no periodo da manhd e 38,7 °C = 0,5 e 39,1 °C = 0,4 no periodo da tarde,
respectivamente para plantas sadias e com CVC.

Apés 22 MPI a CVC reduziu 4, g: ¢ EUA nos dois periodos do dia. Também houve
acréscimo em C/C, para as plantas doentes. Estas diferengas também ocorreram sob 1y
semelhantes entre os tratamentos sendo de 32,1 °C + 0,7 e 31,4 °C + 0,4 no periodo da manhi
e 35,5 + 0.4 ¢ 36,6 = 0,4 °C no periodo da tarde, respectivamente para plantas sadias ¢ com

CvC.
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Figura 22. Taxa de assimilaciio de CO; (4), condutdncia estomdtica (gs), eficiéncia no uso da
dgua (BEUA) e razio entre a concentragio foliar interna de CO; ¢ externa (C/C,), com medidas
feitas sob saturacio luminica, em folhas de plantas sadias e com CVC aos 9,16 e 22 MPI com
X, fastidiosa. Tratamentos seguidos com letras diferentes diferem entre si pelo teste Tukey
(P<0,05%) dentro do hordrio analisado.
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2.3.7. EFICIENCIA INTRINSECA NO USO DA AGUA

As plantas dos tratamentos Sadia e CVC apresentaram a mesma eficiéncia intrinseca
no uso da 4gua, tanto nas medidas feitas acs 16 quanto aos 22 MPL Os coeficientes angulares
foram semelhantes. [sto sugere que para um mesmo gs as plantas com CVC possuem A
semelhante ao das plantas sadias. Entretanto, nas plantas doentes os valores de g
concentraram-se entre 0 e 0,1 mol/m’.s e para as plantas sadias, entre 0,05 ¢ 0,2 mol/m’.s (fig.
23).

As taxas de assimilacdo de CO, em outubro de 98 (16 MPI) foram maiores que em
abril de 99 (22 MPT). Essa maior taxa de assimilagio de CO, aos 16 MPI ocorreu sob mesma

abertura estomatica, tanto para plantas do tratamento Sadia como CVC.

2.3.8. RELACAO ENTRE O POTENCIAL DA AGUA NA FOLHA ¥ A TAXA DE ASSIMILACAODE CO,

Houve redugiio em 4 em fungiio do decréscimo do potencial da dgua nas folhas tanto
para o tratamento CVC quanto para o Sadia (fig. 24 ). A aproximou-se de zero para ambos 0s
tratamentos, quando o potencial da dgua atingiu — 3,2 MPa.

Contudo, de acordo com o horério das medidas, as respostas de 4 em relago ao 'Y, nas
fothas foram diferentes entre os tratamentos Sadia e CVC. Quando relacionou-se valores de A,
medidos ao redor das 9 horas da manhd, com ¥, as plaﬁtas com CVC apresentaram A
inferior, principalmente nos potenciais malores, tanto aos 16 quanto aos 22 MPI (fig 24 A ¢
B). Quando relacionou-se valores de A medidos por volta das 13 horas, ¢ Wy, ndo houve

diferenca entre as plantas sadias e com CVC (fig. 24 Ce D).

50



22 MPI

[
()
T

Sadia

ot
]

A, pmot/m’s

A, pmol/m*s

Figura 23. Relagio entre a assimilagio de CO; (4) e a condutdncia estomdtica (gs) em
laranjeiras ‘Péra’ sadias (Sadia) e com clorose variegada dos citros (CVC), aos 16 ¢ 22 MPT
com X. fastidiosa, respectivamente, em outubro de 1998 e abril de 1999.
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2.3.9. RESPOSTAS DA ASSIMILACAG DE CO; E DA CONDUTANCIA ESTOMATICA EM FUNCAO
DO DEFICIT DE PRESSAO DE VAPOR ENTRE A FOLHA E A ATMOSFERA (DPVy,,)

Houve reducfio em A e g; com a elevagdo do DPVy,, para todos os periedos analisados
(figs. 25 e 26). Aos 9 MPI, a relagio entre A ¢ g5 em funclo do DPVy,r apresentou coeficiente
angular semelhante tanto para as plantas sadias quanto para as plantas com CVC (P < 0,01).
Também foram proximos os valores de 4 sob um mesmo DPVz,,. embora houvesse tendéncia
para diminuigdo no tratamento CVC. Aos 16 e aos 22 MPL, os coeficientes angulares tambeém
foram iguais (P < 0,01), mostrando semelhanca entre as respostas das medidas de plantas
doentes ¢ sadias. Contudo, sobre um mesmo DPVy, as plantas sadias apresentaram aos 16
MPI A 44 % maior, e aos 22 MPI 53% maior do que as plantas com CVC. Essa superioridade
na assimilaciio também ocorreu em proporgdes semelhantes em g

Aos 22 MPL, A e g; nas plantas com CVC foram menores quando comparados ao inicio
da infeccdo e a resposta ao DVPy, foi menor a medida que houve a evolugdo da doenca. Isto
manteve valores semelhantes de g, 4 0,05 mol/m?’.s e 4 ao redor de 2,5 umol/mz.s, no mtervalo

entre 5,0 ¢ 2 kPa.

2.3.10 TAXA DE ASSIMILACAO DE CO; SOB CONDICOES CONTROLADAS, EM FUNCAC DO
GRAU DE SEVERIDADE DE CVC

Sob DPV de 0,7 kPa e temperatura do ambiente mantida a 28 °C, A declinou
gradativamente com a evolugdo dos sintomas foliares (fig. 27). Quando se aumentou o DPV
para 2,7 kPa, houve reducfo na assimilagio para todos os graus de severidade, embora esta
redugfio ndo tenha sido significativa para a planta sadia.

Para uma severidade maior que 3, correspondendo a aproximadamente 3% do limbo

com sintomas de clorose, sob DPV de 2, 7 kPa, A permaneceu proximo & 1 wmol/m®.s.
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Figura 25. Taxa de assimilacio de CO; (A) em fun¢fo do déficit de pressdo de vapor entre
o ar e a folha (DPV,,,) medidas em plantas sadias e com CVC, em margo € outubro de 1998
e abril de 1999, respectivamente aos 9, 16 ¢ 22 MPI com X fastidiosa (MPI).
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Figura 26. Condutancia estomatica (gs) em funcfio do déficit de pressdo de vapor entre o ar
e a folha (DPV,,,) medidas em plantas sadias ¢ com CVC, em marco e outubro de 1998 ¢
abril de 1999, respectivamente aos 9, 16 ¢ 22 MPI com X. fastidiosa (MPI).
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Figura 27. Taxa de assimila¢do de CO; (4) em folhas de laranjeiras “Péra’ sadias ¢ com
CVC com diferentes niveis de severidade, medidas em condi¢des controladas e sob
baixo (0,7 kPa) e alto (2,7 kPa) déficit de pressdio de vapor do ar (DPV).



2.4. DISCUSSAQ

2.4.1 TRANSMISSAO DE X. fastidiosa POR ENCOSTIA £ EVOLUCAO DOS SINTOMAS DE CVC
SOB DEFICIENCIA HIDRICA.

A constatacio da mfecclo pela X fastidiosa em 95% das plantas inoculadas ¢ a
manifestagfio de sintomas em mais de 50% delas aos 9 MPI, demonstraram que o método de
moculacéio por encostia plantulas doentes foi eficiente (fig. 6). A encostia cria um sistema
vascular comum entre as plantas, permitindo a passagem continua da bactéria da plintula
moculadora para a planta sadia.

A severidade da doenga evoluiu no periodo de 8 a 34 MPI, desde pequenas manchas
clordticas em folhas isoladas, até ser constatada na maioria dos ramos e atingir o nivel de
severidade 4 em algumas folhas (mais de 30% do limbo infectado). Isto ocorreu independente
da presenga da deficiéncia hidrica (fig.10).

A deficiéncia hidrica aplicada nas plantas no inicio da manifestacdo dos sintomas (9
MPTI) induziu maior severidade de sintomas as plantas com CVC aos 34 MPIL. McEkone ef al.
(2001) observaram que, Parthenoscissus quinquefolia, uma liana de folhas deciduas e nativa
da América do Norte, observaram que, quando era infectada com X. fastidiosa e submetida &
deficiéncia hidrica, era afetada mais severamente. Embora nfio tenham estudado os motivos
pelos quais a deficiéncia hidrica aumentou a severidade, McElrone ef a/ (2001) sugeriram que
uma maior colonizagdio dos tecidos tenha ocorrido sob estresse. Qutras observagdes tém
corroborado esta hipétese, a medida que a severidade dos sintomas em folhas de plantas
infectadas com X. fastidiosa est4 relacionada ao grau de colonizaciio do xilema (Hopkins,

1989; Purcell & Hopkins, 1996, Oliveira ef al., 2000a).
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N#o houve diferenca significativa na severidade entre os tratamentos com um ou dois
ciclos de deficiéncia hidrica. Uma hipétese para esta igualdade seria que a deficiéncia hidrica
aplicada aos 9 MPI, ou no inicio do desenvolvimento da doenca e estabelecimento do
patégeno nos tecidos da planta, tenha sido mais importante que outros subsegiientes, quando o
xilema ja estava colonizado em maior extensiio. Entretanto, mesmo que o tratamento CVC 1
tenha ficado dos 9 aos 34 MPI sem sofrer um nove ciclo de deficiéncia hidrica, houve
evolucdo dos sintomas.

McElone ef al. (2001) sugeriram que a irrigagio poderia ser uma alternativa para
diminuir os danos das plantas infectadas com X. fastidiosa, principalmente sob condigdes de
deficiéncia hidrica. Contudo, embora tenha ocorrido maior severidade da CVC nas plantas
submetidas ao estresse, a irrigacdo ndo evitou a evolucdo dos sintomas.

A maior severidade da doenca nos tratamentos CVC I e CVC II pode apontar para uma
das provéveis causas do maior depauperamento das plantas em locais com maior freqiiéncia de
déficits hidricos, conforme se observa nas regides Ceniro e Norte do Estado de Sio Paulo

(Ortolani et al., 1991).

2.4.2 TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS EM PLANTAS COM CVC SUBMETIDAS A
DEFICTENCIA HIDRICA.

Aos 9 e 16 MPI, o potencial da agua nas folhas medido as seis horas da manha (¥s) foi
semelhante entre as plantas sadias e doentes irrigadas. Entretanto, o potencial medido a tarde
(W14) das plantas com CVC foi menor que nas plantas sadias (fig. 11, 14 e 17). Estes
resultados podem ser explicados, de uma maneira simplificada, pela equacfo abaixo, que
demonstra que o potencial da 4gua nas folhas (¥,) ¢ dependente da capacidade de transporte

da agua no xilema:
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Wo= ¥~ (Rs+ Ry) (8 X g 8a+ &) M/ RTo (DPViewr) (6)
onde: ¥ € o potencial da 4gua no solo, R, e R, sHo, respectivamente, a resisténcia draulica
do solo junto a raiz e das raizes para a copa; g, € g S80 as conduténcias da camada limite e a
dos estdmatos; M, € o peso molecular da dgua; ® € a constante universal dos gases; T. € a
temperatura do ar e DPVyg, € o déficit de pressdo de vapor entre o ar ¢ a folha (Tardieu &
Simonneau, 1998).

Durante a noite 0 potencial da dgua nas folhas tendeu a se equilibrar com o potencial
de 4gua no solo, determinando a semelhanca no estado de hidratagdo entre as plantas sadias e
doentes as 6:00 horas. Esta semelhan¢a no estade de hidratacfio deve ter sido favorecida pela
cuticula cerosa ¢ espessa das folhas dos citros, que possui alta resisténcia a difusfio de vapor
d’agua (Goldschmidt & Koch, 1996). Ainda, os dados sugerem que até os 16 MPI, a CVC nfio
interferiu no processo de absorgdo de agua pelas plantas.

Aos 22 MPI, todos os tratamentos inoculados tiveram ¥4 menores que as plantas
sadias (fig. 17). A queda em W¢ com o avanco da infecgfo pode ter varias origens, como a nfio
recuperagdo durante a noite.

Os potenciais da 4gua menores nas plantas com CVC podem ser devido & desidrataco
mais rapida das folhas, com relagdio as plantas sadias, ou devido & maior resisténcia ao
transporte da agua no xilema (Rp) das plantas com CVC. A primeira hipdtese € improvavel,
visto que a condutincia estomatica (gs) das plantas com CVC € menor, implicando em menor
taxa de transpiracio (figs. 12, 15 e 18). Por outro lado, a segunda hipdtese € provavel, visto
que se constatou que o fluxo de seiva em laranjeira ‘Natal’ e ‘Péra’ com CVC foi reduzido em
até 70% (Oliveira et al., 2000).

A maior resisténcia hidraulica do sistema vascular ja foi medida em outras patologias

causadas por X. fastidiosa, como em pessegueiros, videiras e ulmeiros (Hopkins, 1981; Kostka
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et al., 1986; Evert, 1987; Goodwin et ai., 1988). Essa maior resisténcia no xilema ¢ devido 2
producdo de EPS produzido pela bactéria (Beckman & Halmos, 1962; Beckman er al., 1974;
Gardner et al.; 1983, Hopkins, 1985; Leite et al., 2000).

Além da obstrucgdo fisica dos vasos do xilema, pode haver obstrugdes dos poros nas
membranas de ligagfio entre traqueideos, perda de fun¢fo das membranas ou a formagio de
embolia, que poderiam justificar as quedas fluxo ¢ ¥, observadas em plantas com CVC ¢ em
outras patologias causadas pela X. fastidiosa (Van Alfen & Allard-Turner, 1979; Dryden &
Van Alfen, 1983; Van Alfen et al., 1987; Sperry & Tyree, 1988).

A reduciio de Wy no tratamento com CVC foi influenciada pelo tempo de infecgio.

Aos 9, 16 e 22 MPI, ¥y, do tratamento CVC foi, respectivamente, -1,2, -1,5 e -2,0 MPa,

sendo que 0 W14 do tratamento Sadia, permaneceu ao redor de —0,8 MPa. Este declinio em ¥4
das plantas doentes irrigadas sugere que condutividade hidraulica do xilema diminuiu ao
longo do tempo da infec¢do, provavelmente associada ao aumento na colonizagdo dos vasos
de xilema.

Aos 16 MPI o tratamento CVC I apresentou ¥4 menor que do tratamento CVC.
Resposta semelhante observou-se aos 22 MPI para os tratamentos CVC I e CVC I (figs. 14 e
17), indicando que a deficiéncia hidrica agravou os problemas relacionados & condutividade
hidraulica do sistema vascular em plantas com CVC. Segundo Boyer (1995), a deficiéncia
hidrica causa redugfio no crescimento do hospedeiro ou pode prejudicar seus mecanismos
naturais de defesa contra patégenos. Por outro lado, Boyer (1995) sugere que as condigces
necessrias para o desenvolvimento dos patégenos no xilema sdio pouco alteradas sob
deficiéncia hidrica, permitindo maior coloniza¢io dos patogenos vasculares sob condicGes de
estresse da plantas. Entretanto, alteracdes na seiva de xilema sfo verificadas em plantas sob

estresse hidrico como o pH (Hartung er al/., 1988). Em tomateiros submetidos a deficiéncia
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hidrica o pH da seiva do xilema aumentou de cinco para oito (Wilkinson er af., 1998). Este
aumento de pH no apoplasto esta relacionado a diminuicdo na atividade de H'- ATPase em
plantas submetidas & desidratacBio (Hartung & Radin, 1989). Contudo, ainda nioc foram
pesquisadas as modificacdes na composigdo da seiva do xilema em fungfio do estresse hidrico,
que poderiam favorecer o desenvolvimento de X. fastidiosa nos citros.

Aos 9 ¢ 16 MPI a deficiéncia hidrica causou declinio semelhante em W, entre as

plantas sadias ¢ doentes (figs. 13 e 16). Contudo, aos 22 MPI, o declinio em ¥, nas plantas
com CVC, ocorreu de forma mais lenta que nas plantas sadias submetidas a deficiéncia
hidrica. Esse declinio mais lento em W, das plantas doentes foi devido a menor taxa de
transpiracdo das plantas com CVC (fig. 21). Por sua vez, a queda na transpiragdo deve estar
relacionada a oclusdio do xilema pela X. fastidiosa. Esta menor transpiracio das plantas com
CVC proporcionou o declinio mais lento da umidade do substrato aos 22 MPI (fig. 20).

Aos 9 MPI, as plantas com CVC tiveram conduténcia estomatica (gs) menor que as
plantas sadias a tarde, nas horas mais quentes do dia, e aos 16 e 22 MPI, em todos os horarios
medidos. Também gs nas plantas sadias tendeu a ser menor ao meio dia e a tarde (fig. 12, 15 ¢
18). Isto pode ocorrer em respostas ao aumento do DPV ao longo do dia (Apéndice 2). A
diminuicio de gs com o aumento do DPV é uma caracteristica das plantas citricas, sendo
considerada importante para a sua adaptaco em ambientes aridos (Levy & Syverstsen,1981;
Sinclair & Allen Jr.,1982; Medina & Machado, 1998). Machado et al (1994), também
observaram diminui¢8o na abertura dos estdmatos no periodo da tarde em laranjeiras sadias e
com CVC,

A redugdo da abertura dos estdématos também pode estar relacionada com o estado de
hidrataciio e turgescéncia do mesofilo (Shulze, 1986). De fato, vérios autores observaram

queda em g em funcfo da diminuicio de W, e do conteldo relativo da agua nas folhas de
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laranjeiras (Kriedemann & Barrs, 1981; Vu & Yelenoski, 1988; Medina & Machado, 1998).
Estes dados sdo corroborados pelos de Machado er al. (1994) e Habermann (1999), que

também associaram a diminuicdo na g ao menor W, nas folhas de laranjeiras com CVC.

A queda de ‘¥, pode influenciar concentracio e distribuicio do ABA para as céhilas
guardas ¢ induzir o fechamento dos estdmatos (Shulze, 1986; Goodwin er al, 1988b).
Contudo , Gomes (2001) nfo observou aumento na concentracio de ABA em folhas de
laranjeiras ‘Péra’ com CVC. Entretanto, nio héd necessidade de nova sintese de ABA para que
ocorra declinio na abertura dos estdmatos. O estresse hidrico aumenta o pH da seiva
diminuindo o seqiiestro de ABA no estroma dos cloroplastos, permitindo que ele seja
mobilizado pelo apoplasto e atinja as células guardas (Wilkinson & Davies, 1977; Hartung er
al., 1988; Hartung & Radin, 1989; Hartung et al.,1990; Tardien & Simoneau, 1998). Assim, o
fechamento dos estématos seria induzido sem o aumento de concentracdo total de ABA, que
poderia contribuir para a redugéo da abertura dos estématos em plantas com CVC.

Alteragdes na abertura estomética também so dependentes da concentracgdo de ions K.
O fluxo de K para as células guardas durante o dia resulta em absor¢do de 4dgua das células
adjacentes ¢ aumento correspondente no turgor, causando abertura dos estOmatos (Pier &
Berkiwitz, 1987). Entretanto, até os 16 MPI nfo foram observadas alterages nas
concentragdes dos nutrientes minerais nas folhas (Apéndice 1).

Possivelmente, os efeitos da CVC sobre gs também ocorreram como conseqiiéncia da
prépria obstrugio parcial do xilema e a possibilidade da existéncia de toxinas estarem agindo
sobre os estématos. Contudo, a manutengdo do funcionamento dos estdmatos diminui a
possibilidade da existéncia que toxinas agindo sobre gs. Estes resultados sdo corroborados por
Machado ef al. (1994) que observaram a manutencdo dos mecanismos de abertura e

fechamento dos estdmatos em plantas com CVC. Um aumento de concentragiio de compostos
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fenolicos, gue normalmente estd associado aos processos infecciosos, também poderia reduzir
gs (Plumbe & Willmer, 1986 a e b). Também, relata-se no capitulo 2 deste trabalho, que néo
foi observado aumento na concentracic de fendis em folhas com inicio do desenvolvimento
dos sintomas de CVC, embora g; tenha sido reduzido significativamente.

Os efeitos da infecglio de X. fastidiosa sobre a fotossintese em laranjeira “Péra’ foram
evidentes. Plantas com CVC irrigadas tiveram menor assimilacdo de CO, {(4) que as plantas
sadias irrigadas, nas horas de maior demanda atmosférica desde os 9 MPI ¢ em todos os
horarios aos 16 e 22 MPIL. (fig. 12, 15 e 18). A reducéio méxima de A para o tratamento CVC
com relacdo as plantas sadias fo1 aproximadamente de 35, 50 e 62,5%, aos 9, 16 e 22 MPI,
respectivamente. Estas respostas seguiram de forma semethante aquelas descritas para g» Isto
pode ser justificado & medida que a diminui¢cio na abertura dos estdmatos limita o acesso do
carbono atmosférico aos sitios de fixagdo no mesofilo (Shulze, 1986).

Houve diferengas nas taxas de assimilagio e condutincia estomatica entre os periodos
estudados, sendo que aos 22 MPI as medidas realizadas durante o més de abril de 1999 foram
menores que as de 9 MPI (marco de 1998) e de 16 MPI (em outubro de 1998). Aos 22 MPI,
apds o décimo dia de medidas, a fotossintese foi ainda menor. Esta queda da assimilagio pode
relacionar-se a0 comportamento sazonal da fotossintese em plantas citricas, que tende a ser
menor no outono e inverno {Machado ez al., 2002). A queda da temperatura tambe€m pode ter
contribuido para a menor fotossintese e conduténcia estomatica, visto que a temperatura apos
os 10 dias de inicio das medidas atingiu valores menores que 20 °C nas primeiras horas da
manhd (Apéndice 2). Em geral, a maxima fotossintese e conduténcia, observadas sob
condicbes naturais, ocorre com temperaturas entre 25 e 30 °C (Khairi ef al., 1976; Medina et

al., 1999).
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O estresse hidrico agravou os efeitos da CVC por reduzir 4 € g; nas plantas que
sofreram estresse aos 16 MPI e aos 22 MPI (fig. 15 e 18). Aos 16 MPI, a redugfio de A4 do
tratamento CVC I com relagfio ao CVC chegou a 25 e 40%, respectivamente, ao meio dia ¢ 3
tarde, e de 30 % no periodo da tarde aos 22 MPL.

A menor taxa de assimilagio de CO, em plantas com CVC submetidas a deficiéncia
hidrica, € coerente com o aurnento da severidade de sintomas nessas plantas e € uma indicagéo
para explicar o maior depauperamento das plantas nas regifes mais sujeiras ao déficit hidrico.

Néo houve diferenga entre os tratamentos que sofreram um ou dois ou trés ciclos de
deficiéncia hidrica, sendo coerente com os resultados observados para os sintomas (fig. 10),
favorecendo a hipotese que o estresse hidrico foi mais importante para o desenvolvimento da
doenga, quando aplicado na fase inicial de desenvolvimento da planta ou do estabelecimento

do patdgeno.

2.4.3. TROCAS GASOSAS E RELACOES HIDRICAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO bA CVC

Muitos fatores podem estar envolvidos com diminuigio da fotossintese em plantas com
CVC, como a queda do potencial da agua nas folhas, reducfo na atividade de carboxilagio do
mesofilo e a presenga de fotoinibicdio durante as horas mais quentes do dia (Machado et 4l
1994; Habermann, 1999; Machado er al., 2001).

A diminuicdo em A em plantas com CVC poderia estar relacionada em parte com a
presenca de mecroses € clorose nas folhas mais velhas, que acarretam diminuicio da drea
fotossintética ativa. Queiroz-Voltan & Paradela Filho (1999) observaram que nas regides
clordticas de folhas de laranjeiras com CVC, os cloroplastos apresentavam-se quase
totalmente destruidos. Porém, neste trabalho, nas folhas onde foram feitas as medidas, as

necroses € clorose caracteristicas de plantas com CVC eram muito raras € ndo ultrapassaram a
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3% do limbo foliar o que ndo justifica a reducdio de aproximadamente 40% na taxa de
assimilac@io de CO,.

Fatores nutricionais poderiam também estar incluidos. Deficiéncias minerais de N, K ¢
Zn foram encontradas em plantas com CVC (Quaggio, 1988; Vitti er al., 1989). Contudo,
neste experimento ndo houve alteracSes significativas na concentracio de gualquer nutriente
que poderiam justificar esta hip6tese (Apéndice 1).

As redugbes na assimilagio de CO» nas plantas com CVC irrigadas parecem estar
associadas 4 menor abertura dos estdmatos, uma vez que gs também diminuiu em proporgdes
semelhantes (fig. 22). Contudo, o mecanismo de abertura estomatica responde a varios fatores
como, a Iuz, suprimento de dgua, DPV e quantidade de CO, ambiente. Come, durante o dia, as
folhas de plantas com CVC possuem menor ¥,, o estdmato se fecha, restringindo a perda
d’agua, mas a0 mesmo tempo, diminuindo a difusfo de CO; no mesofilo. Com isso, se o
metabolismo fotossintético tem continuidade, a pressdo parcial de CO; nos espagos
intercelulares (C;) diminuird a niveis limitantes ao processo fotossintético. Por outro lado, se
as atividades metabolicas também diminuirem com a queda de ¥, nas folhas, o consumo de
CO; na cimara subestomética também podera diminuir ¢ a deplecfo em C; pode nfo ocorrer
(Zeiger, 1988; Chaves, 1995; Kramer & Boyer, 1995). Portanto, o efeito do fechamento
estomatico sobre C; nos espacos intercelulares em plantas sob deficiéncia hidrica, depende da
resposta do metabolismo fotossintético. Logo, n#o se pode concluir que o fechamento
estomatico determina as perdas em A4, sem antes conhecer a resposta do metabolismo
fotossintético, ou mais particularmente, a presséo parcial de CO; dentro da folha (Farquhar &
Sharkey, 1982; Kramer & Boyer, 1995).

A razdo entre a concentracfo foliar interna e externa de CO; (C/Ca) pode indicar se

houve alteracbes na assimilaciio de carbono através do comprometimento da atividade
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fotossintética (Prior ef al., 1997; Laisk & Oija, 1998). Estas perdas podem estar relacionadas
ao menor ¥, nas folhas doentes ou por toxinas produzidas pela bactéria. Embora tenha
ocorrido queda em A e g aos 9 ¢ 16 MPI nas plantas com CVC, neste periodo a razdo C/C,
foi semelhante entre os tratamentos, tanto de manh3 quanto & tarde (fig. 22). Aos 22 MPI
houve awmento na em C,/C, (P < 0,05). Desta forma, apesar da menor abertura dos estdmatos
nas plantas doentes e a diminuicio do acesso do €O, ao mesofile, houve aumento de C/ nas
plantas doentes, revelando comprometimento do metabolismo fotossintético nas folhas com
CVC.

A eficiéncia no uso da agua (EUA) foi semelhante aos 9 ¢ 16 MPI (fig. 22) para
plantas sadias e doentes, havendo uma reduco no periodo da tarde para ambos. Isto ocorreu
devido & maior reducéo da fotossintese a tarde, do que com a transpiracio (dados nfo
apresentados), que pode ser justificado pelo aumento da demanda hidrica na atmosfera nas
horas mats quentes do dia (Apéndice 2). Estas respostas também foram obtidas com
laranjeiras "Valéncia’® por Machado er al. (2002). Esta semelhanca nas respostas de EUA entre
plantas sadias ¢ doentes até os 16 MPI, também ¢ uma indicaciio que o metabolismo
fotossintético de plantas com CVC nio foi alterado e que a redugdio de 4 nas plantas com
CVC esta relacionada a menor abertura dos estdmatos.

Aos 22 MPI, EUA foi menor nas plantas com CVC tanto de manhi quanto a tarde,
devido uma queda relativamente maior em A do que na transpiracdo. Isto pode estar
relacionado 4 menor eficiéncia de carboxilagio no mesofilo de folhas de plantas com CVC,
conforme observado por Habermann (1999). Assim a maior razio C/C,, aliada a queda na
atividade de carboxilacfio indicam que ocorreram quedas no metabolismo fotossintético.

A relagBio que existe entre gs € A poderia indicar se houve alteragdes no metabolismo
fotossintético nas plantas doentes (fig. 23). Contudo, as respostas de plantas sadias e doentes
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submetidas ou nfo ao esiresse, foram semelhantes tanto acs 16 quanto aos 22 MPI. Assim, a
menor abertura dos estdmatos € a queda de W, nas plantas com CVC poderiam explicar a
perda de eficiéncia fotossintética.

A queda na assimilagiio de CO, foi observada em citros quando houve reducfio do
potencial da 4dgua nas folhas para valores menores que — 1, 5 MPa (Medina & Machado,
1998). Este limite € superior a ¥4 encontrados em plantas com CVC aos 22 MPI (-2,0 MPa)
(fig. 17). Por outro lado, quando aos 9 e 16 MPI, ¥4 esteve acima ou proximo de -1,5 MPa,
respectivamente, € o aumento de Ci/Ca ou a reducdo em EUA nfio foram observados. Esta
reducio na taxa fotossintética sob baixos potenciais da 4dgua nas folhas, foi associada por Vu
& Yelenosky (1988) a uma reducdo na atividade da enzima Rubisco. Muitos fatores estéio
envolvidos durante a perda do potencial da dgua nas folhas que levam a uma diminuigdio do
metabolismo fotossintético, como a mudanca na turgescéncia foliar e alteragcdes hormonais
(Shulze, 1986; Hartung et al., 1998).

As respostas de A em funcdo de W4 no periodo da manhi, sugerem que as plantas com
CVC apresentam menor assimilagio de CO,, sobretudo em potenciais mais altos. Entretanto,
quando se relacionou A medido 3 tarde em fungo de Wi, nfio houve diferenca entre plantas
sadias e doentes (fig. 24). Uma hipétese para explicar esta discrepéncia nos resultados pode
ser que Vs nio tenha correspondéncia com o real estado de hidratacdo das plantas doentes, no
horéario que as medidas de assimilag@o foram tomadas (fig. 24 A e B). Foi visivel a perda de
turgescéncia foliar nas primeiras horas da manhi, observada através do enrolamento das folhas
e diminui¢fo do angulo de inser¢io foliar. Corroborando com esta hipotese, Machado er al.
(1994) verificaram que plantas com CVC possuem ¥, menor que as plantas sadias as 8 horas
da manhi. Assim a relacio entre A medido as 9:00 horas e ¥ nfio poderia ser estabalecida

para plantas com CVC.
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As respostas semelhantes de 4 medido 4 tarde em fungio de W14 entre plantas sadias e
com CVC mostram que a menor taxa de assimilagio de CO, das plantas com CVC
corresponde ao estado de hidratacdo de seus tecidos (Fig 24 C e D). Entretanto, poucos foram
as medidas de A4 obtidas com valores de ¥, acima de — 2,0 MPa, dificultando a interpretagio
destes dados. Portanto, nfio se pode concluir que os efeitos da X, fastidiosa sobre a taxa de
assimilaciio de CO; de folhas de laranjeiras, estio exclusivamente relacionados com ao menor
¥, e a dimmuigdo da abertura dos estdmatos, antes de isolar o efeito relacionado ao potencial
da 4gua de suas folhas.

Associando estes resultados com os obtidos dos tratamentos submetidos aos ciclos de
deficiéncia hidrica, CVC I e CVC 11, que tiveram uma reducdo em A e g; com relagio ao
tratamento CVC irrigado, se hé correspondéncia dessas medidas com ¥, pode-se sugerir que
as perdas causadas pela deficiéncia hidrica nas plantas CVC 1 e CVC II foram resultantes de
um menor ‘¥, de suas folhas. Estes menores potenciais da agua dos tratamentos CVC I e CVC
I podem estar relacionados ao favorecimento de uma maior colonizagio do xilema em plantas
submetidas a deficiéncia hidrica, conforme sugerido por Boyer (1995). Os resultados do
capitulo 2 deste trabalho indicam que a deficiéncia hidrica pode alterar os mecanismos de

defesa aos patogeno e facilitar a sua colonizago.

2.4.4. RESPOSTAS DA FOTOSSINTESE EM FUNCAQ bO DPVf.a,.

Aos 16 MPL pelas equagdes obtidas das regressdes lineares de A em fungdo do déficit
de pressdo de vapor entre a folha e 0 ar (DP V), sob 3,9 kPa, as plantas sadias apresentaram
A igual a 7,68 pmol/m’.s enquanto as plantas com CVC, 4,52 umol/m®.s, ou seja, 41% menor.

Aos 22 MPT ao mesmo DPVy, , A para as plantas doentes foi 53% maior (fig. 25). Essa
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superioridade para as plantas sadias também ocorreu em proporgdes semethantes para gs em
funcdo do DPVy,, (fig. 26).

Aos 22 MPI, observou-se coeficientes angulares das respostas ac DPVy, menores
quando comparados aos do micio da infeccdo, tanto para o tratamento Sadio como CVC (figs.
25 e 26). Estes dados sugerem que, embora menores, hd continuidade de resposta dos
estdbmatos de plantas com CVC ao DPVy,,, mesmo em estagio mais avangado da infeccBo. Na
fig. 27, observou-se sob condi¢des controladas, que a amplitude da resposta de 4 em fungéo
do DPV esta em funciio do grau de severidade dos sintomas. Sob baixo DPV, houve
diminuicdo gradativa da assimilacdo, proporcional & severidade dos sintomas. Entretanto,
quando foram submetidas ao déficit de 2, 3 kPa, folhas que tinham mais de 3% do limbo foliar
com lesGes de CVC reduziram A para préximo de zero. Estes resultados podem explicar a
auséncia de resposta da abertura dos estdmatos em fungfio do aumento de DPV, encontrado
por Habermann (1999) em laranjeiras ‘Péra’, com aproximadamente 22 meses de inoculagio
de X. fastidiosa.

A pequena taxa de assimilacio de CO, em plantas com CVC e as perdas impostas por
DPV;, podem tornar estas plantas pouco tolerantes 4 ambientes de maior demanda
atmosférica. Isso, aliado aos prejuizos causados pelo déficit hidrico, justifica a maior
severidade da doenca em regifes de maior demanda atmosférica e sujeitas a deficiéncia

hidrica, como o centro-norte do Estado de Sio Paulo.
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CONCLUSOES

O desenvolvimento da CVC em laranjeiras Pera’ causou redugdes no potencial da
agua nas folhas (¥,), na taxa assimilacio de CO, (4), na conduténcia estomatica (gs) e na taxa
de transpiragio (E). A semelhanca nas respostas de 4 em fungéo de gs ¢ de A em fungio do
¥, entre plantas sadias e doentes ao longo do tempo de infecgdo, indicam que a menor taxa de
assimilacdo de CQ, em plantas com CVC esta relacionada ao menor potencial da dgua de suas
folhas, causado pela menor condutividade hidraulica no xilema e relacionado a colonizagio
das bactérias.

A diminuicdo de ¥,, 4, gs ¢ a maior severidade dos sintomas em plantas com CVC
com deficiéncia hidrica na fase inicial de desenvolvimento da doenca, indicam que a
deficiéncia hidrica ¢ um dos fatores que favorecem o desenvolvimento da CVC em laranjeiras
‘Péra’.

A evolugdo dos sintomas e a diminuig8io gradativa de ¥, A, gs em folhas de plantas
com CVC irrigadas, indicam que a frrigag@o nfio é uma pratica eficaz para conter o avango da
doenca ou para atenuar seus efeitos.

A baixa taxa de assimilagfio de CO, em laranjeiras ‘Péra’ com CVC e a redugfo desta
taxa em funciio do aumento do DPVy,, podem tornar estas plantas menos adaptaveis em
ambientes de maior demanda atmosférica. Isso, aliado aos prejuizos causados pelo déficit
hidrico, podem justificar a maior severidade da doenca em regides de maior DPV e sujeitas a

deficiéncia hidrica, como o centro-norte do Estado de Sdo Paulo.
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2.6. APENDICE
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1) Apéndice 1

Tabela 1.Teores de nutrientes em folhas de laranjeira 'Péra’ enxertadas sobre limoeiro 'Cravo'
Sadias (8) e com CVC e submetidas & deficiéncia hidrica (DH).Cordeirépolis Marco de 1998

Nutriente N K P Ca Mg B Cu Fe Mn Zn
TRAT g’kg gkg gkg ghkg gkg mgkg mgks mgkg mghkg mgkg
S 33 129 18 33 26 598 5.1 1309 348 167
S 32,9 129 21 328 23 727 47 1305 41,9 172
S 33,3 151 22 325 23 769 4.1 1314 40,7 17
S 323 12,9 23 294 24 549 43 1132 354 18
S 3,1 151 22 33 24 70,5 53 122,1 41,2 211
média 32,52 13,78 2,12 32,14 24 66,96 4,7 12562 388 18
desvio 0,87 1,20 0,19 1,55 0,12 923 0,51 7,93 341 1,80
$-DH 30 11,9 1,7 33,1 26 80,7 44 1628 44 14,9
S-DH 32,8 124 1,7 33,1 25 835 46 174 412 144
S-DH 28,7 135 1,8 33,1 23 872 36 1431 446 19,1
S-DH 30,7 157 2 331 24 834 58 144 378 151
S-DH 269 129 1,6 331 24 861 3,7 1336 39,8 148
média 29,82 1328 1,76 33,1 2,44 84,18 442 151,5 41,48 15,66
desvio 221 148 015 0,00 0,11 2,55 0,88 16,44 2,85 1,94
cve 265 124 1,7 331 2,7 80,7 59 1543 388 171
cve 31,8 14,6 1,7 328 25 67,7 45 1226 345 15
CVC 322 124 1,7 33,1 25 848 42 1611 479 16
CVC 30,1 14 1,9 323 24 758 46 1712 383 152
CvVC 30,8 14 1,7 32 23 74 42  131,3 353 159
média 30,28 13,48 1,74 32,66 2,48 76,6 4,68 1481 3896 1584
desvio 227 1,02 0,09 049 015 6,53 0,70 2045 533 083
CVC-DH 33,9 12,9 2,1 30,9 24 744 48 1452 349 196
CVC-DH 33,1 124 1,7 33,1 24 69 42 1631 412 171
CVC-DH 33,9 14 1,8 33,1 26 713 47 1442 40,5 176
CVC-DH 31,6 14,6 19 33,1 27 693 63 1412 41,1 19,1
CVC-DH 299 14,6 16 33,1 24 739 5.1 152,5 451 182
média 32,48 13,7 1,82 32,66 2,5 71,58 5,02 14924 40,56 18,32
desvio 1,72 1,00 0,19 098 0,4 251 0,79 879 365 1,03
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Tabela 2: Teores de nutrientes em folhas de laranjeira 'Péra’ enxertadas sobre limoeiro

'Cravo', sadias (S) e com CVC e submetidas a deficiéncia hidrica (DH).
Cordeirdpolis outubro de 1998

Nutriente N K P Ca Mg B Cu Fe Mn Zn

TRAT glkg ghkg gkg ghkg gkg mgkg mghkg mgkg mgkg mg/kg
S 309 14 21 299 24 754 93 2614 264 20

S 334 16 21 285 22 71,8 56 2559 31 19,2
S 30,1 171 1,8 30,1 25 745 57 3172 316 192
3 31,2 176 2 266 23 692 49 2735 267 166
S 314 145 22 294 21 724 46 2554 265 159
média 314 1584 2,04 289 23 72,66 6,02 272,68 2844 18,18
desvio 08 1,272 0,112 1,08 0,02 1,832 1312 18,136 2,288 1,544
CVC 349 14 23 267 2 794 82 2559 256 169
CcvVe 39 155 2.1 229 21 549 64 2492 242 143
Ccve 203 14 21 27 22 657 49 2284 283 179
CcvC 208 145 2,1 274 21 689 66 2125 231 17

aYe 299 119 22 321 24 703 73 2754 30 16,5
média 32,58 13,98 2,16 2722 2,16 67,84 6,68 24428 26,24 16,52
desvio 3,496 0,832 0,072 2,024 0,112 6,032 0,856 19,064 2,328 0,89
S-DH 329 17,1 23 286 21 70,7 13,6 2976 308 272
S-DH 34 15 22 217 2 683 53 2722 264 183
S-DH 324 135 23 27,5 22 8.1 61 3251 297 183
S-DH 30,8 16 2 328 19 593 89 2556 525 319
S-DH 274 166 21 265 23 661 52 2755 234 163
média 31,5 1564 2,18 28,62 2,1 70,7 7,82 2852 32,56 224
desvio 1,92 1,112 0,104 1,672 0,12 736 2,744 2092 7976 5,72
CVC-DH 314 129 25 25 21 744 61 2555 235 169
CVC-DH 322 124 26 258 24 69 56  271,1 222 144
CVC-DH 314 14 24 298 22 713 109 2851 338 152
CVC-DH 31,5 146 24 295 22 693 11,5 2558 304 18

CVC-DH 329 146 26 251 1,9 739 54 298 259 132
média 31,88 13,7 2,5 27,04 2,16 7158 79 2731 27,16 15,54
desvio 0,536 0,84 0,08 2,088 0,128 2,056 2,64 14,76 3,952 1,528
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1) APENDICE 2. VARIACOES DE PARAMETROS CLIMATICOS AO LONGO DOS

EXPERIMENTOS

Data Dia da medida HORA RH T, DPV

1998 % °C kPa
"17.03" 1 700 88.9 17,94 0,22486
"17.03"7 1 740 83,9 19,31 0,35534
"17.03" 1 820 83.4 19,79 0,37746
"17.03" 1 900 78.4 21,29 0,53874
"17.03" 1 940 77.2 22,07 0.59642
"17.03" 1 1026 73,5 23,82 0,77064
"17.03" 1 1050 68,59 25,55 1,01282
"17.03" 1 1130 70,1 26,01 0,99075
"17.03" 1 1210 67,98 26,08 1,06539
"17.03" 1 1250 63,53 27,75 1,33844
"17.03" 1 1330 68,16 26,28 1,67199
"17.03" 1 1410 67,51 26,85 1,13119
"17.03" 1 1450 66,79 26,69 1,14544
"17.03" 1 1530 69,98 25,65 0,97375
"17.03" 1 1610 68,23 26,32 1,07216
"17.03" 1 1650 70,8 25,42 0,93432
"20.03" 4 720 95 22,12 0,13119
"20.03" 4 800 91,1 23,63 0,25588
"20.03" 4 840 88.8 24,69 0,34313
"20.03" 4 920 79,3 25,99 0,68509
"20.03" 4 1000 76,6 27,33 0,83796
"20.03" 4 1040 68,55 29,5 1,2774
"20.03" 4 1120 69,09 29,07 1,22472
"20.03" 4 1200 68,09 29,27 1,27902
"20.03" 4 1230 68,22 28,22 1,19868
"20.03" 4 1310 63,72 29,08 1,43832
*20.03" 4 1350 57.82 31,15 1,88284
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Data Dia da medida HORA RH T, DPV

1998 % °C kPa
"20.03" 4 1430 57,41 31,32 1,5196
"20.03" 4 1510 55,87 31,58 2,01856
"20.03" 4 1550 56,42 31,11 1,94091
"20.03" 4 1630 57,82 30,63 1,82787
"23.03" 7 720 99,3 20,61 0,01674
"23.03" 7 800 97.6 21,29 0,05986
"23.03" 7 840 91,8 22,7 0,22287
"23.03" 7 920 85,8 23,49 0,40483
"23.03" 7 1000 80,2 24.81 0,61096
"23.03" 7 1040 71.5 25,89 0,74028
"23.03" 7 1120 74,7 25,9 0,83289
"23.03" 7 1200 71.4 27,24 1,01879
"23.03" 7 1240 70,8 27,99 1,08673
"23.03" 7 1320 68,95 27,61 1,13026
"23.03" 7 1400 65,43 29,32 1,38964
"23.03" 7 1440 61,66 29,95 1,59805
"23.03" 7 1520 58,75 30,63 1,78757
"23.03" 7 1600 65,1 29,01 1,37803
"23.03" 7 1640 62,63 29,73 1,53807
"26.03" 10 720 95.4 19,31 0,10133
"26.03" 10 800 91,4 20,45 0,2037
"26.03" 10 840 85,3 21,2 0,36462
"26.03" 10 920 82 22,25 0,47605
"26.03" 10 1000 76.8 23.35 0,65585
"26.03" 10 1040 70,9 23,83 0,84676
"26.03" 10 1120 69,82 23,16 0,95087
"26.03" 10 1200 60,35 23,79 1.29683
"26.03" 10 1240 59,21 25,81 1,3357
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Data Dia da medida HORA RH T, DPV

1998 % °C kPa
"26.03" 10 1320 56,66 27,65 1,58131
"26.03" 10 1400 48,03 28,18 1,95565
"26.03" 10 1440 50,73 28,01 1,8358
"26.03" 10 1520 50,65 28.36 1,87659
"26.03" 10 1600 50,43 27,6 1,80335
"26.03" 10 1640 47,65 27,63 1,90783
"27.03" 11 730 99,7 18,02 0,00611
"27.03" 11 810 93,9 19,67 0,13768
"27.03" 11 850 86 21,84 0,36112
"27.03" 11 930 78,2 23,63 0,62676
"27.03" 11 1010 74,4 25,28 0,81235
"27.03" 11 1050 67,43 27,06 1,14804
"27.03" 11 1130 68,51 27,7 1,15231
"27.03" 11 1210 66,05 28,88 1,33048
"27.03" 11 1250 66,81 28,09 1,24243
"27.03" 11 1330 67,39 28,74 1,26766
"27.03" 11 1410 65,27 28,3 1,31605
"27.03" 11 1450 62,49 29,29 1,50522
"27.03" 11 1530 67,75 28,32 1,2235
"27.03" 11 1610 67.32 29,77 1,34813
"27.03" 11 1650 69,11 28,28 1,16918
"03.04" 18 620 97,2 15.55 0,04874
"03.04" 18 700 97,2 15,98 0,05009
"03.04" 18 740 87.6 17,46 0,24371
"03.04" 18 820 83,4 17,84 0,33417
"03.04" 18 900 79,6 19 0,44163
"03.04" 18 940 79,1 19,58 0,46909
"03.04" 18 1020 74,2 20,78 0,62365
"03.04" 18 1100 72,2 21,63 0,70795
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Data Dia da medida HORA RH T, DPV

1998 % °C kPa
"03.04" 18 1140 71 22,2 0,76464
"03.04" 18 1220 68,77 23,34 0,88232
"03.04" 18 1300 66,12 23,13 0,94513
"03.04" i8 1340 64,55 23,33 1,60094
"03.04" 18 1420 62,62 23,74 1,08182
"03.04" 18 1500 62,92 22,26 098125
"G3.04" 18 1540 60,19 23,05 1,1052
"03.04" 18 1620 64,24 21,9 0,9258
"(03.04" 18 1700 64,13 21,7 0,91738
"10.04" 25 710 100 20,42 0
"10.04" 25 750 100 21,29 0
"10.04" 25 830 95,2 22,36 0,1278
"10.04" 25 910 89.5 23,9 0,30682
"10.04" 25 950 85 25 0,46812
"10.04" 25 1030 82,6 25,12 0,54691
"10.04" 25 1110 75,8 26,57 0,8288
"10.04" 25 1150 74,5 27,85 0,94132
"10.04" 25 1230 70,4 27,6 1,07683
"10.04" 25 1310 61,55 29,1 1,52611
"10.04" 25 1350 71,8 27,65 1,02891
"10.04" 25 1430 65,5 29,43 1,39564
"10.04" 25 1510 67,24 28.15 1,23062
"10.04" 25 1550 69,4 27.64 1,11583
"10.04" 25 1630 65,22 28,56 1,33798
"10.04" 25 1710 68,15 27,36 1,14256

77



Data Dia da medida HORA RH T, DPV

1998 % °C kPa
"15.10" 1 700 93,3 18,02 0,13641
"15.10" 1 740 76,4 20,85 0,57293
"15.10" i 820 76,9 21,6 0,58718
"15.10" 1 900 73.5 23,21 0,74283
"15.10" 1 940 74,1 23,88 0,75591
"15.10" i 1020 65.5 26,15 1,15267
"15.10" 1 1100 63,54 25,86 1,19745
"15.10" 1 1140 59,35 27,94 1,50846
"15.10" 1 1220 52,42 29,12 1,89067
"15.10" 1 1306 53,77 29,57 1,88530
"15.10" 1 1340 50.41 29,85 2,05513
"15.10" 1 1420 51,06 29,6 1,99926
"15.10" 1 1500 51,84 28,77 1,87539
"15.10" 1 1540 52,76 29,98 1,97240
"15.10" 1 1620 57.98 27,72 1,53943
"15.10" 1 1700 57.67 27,42 1,52385
"20.10" 5 720 89,7 17,3 0,20040
"20.10" 5 800 84,5 18,71 0,32953
"20.10" 5 840 76,9 20 0,53214
"20.10" 5 920 71,6 21,53 0,71882
"20.10" 5 1000 64,31 23,16 0,99743
"20.10" 5 1040 63.6 24,21 1,08360
"20.10" 5 1120 59,06 25,42 1,30997
"20.10" 5 1200 55,54 26,98 1,55980
"20.10" 5 1240 55,12 27,18 1,59311
"20.10" 5 1320 5541 26,86 1,55338
"20.10" 3 1400 54,89 26,99 1,58354
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Data Dia da medida HORA RH T, DPV

1998 % °C kPa
"20.10" 5 1440 55,83 26,41 1,49855
"20.10" 5 1520 36,74 27,2 1,53740
"20.10" 5 1600 52,74 27,6 1,71931
"20.10" 5 1640 53,55 26,74 1,60681
"23.10" 8 710 77.3 21,05 0,55790
"23.10" 8 750 72,2 22,48 0,74558
"23.10" 8 830 70,1 23,53 0,85447
"23.10" 8 910 67.13 24,53 0,99744
"23.10" 8 950 64,86 25,2 1,10978
"23.10" 8 1030 62,67 26,06 1,24061
"23.107 8 1110 60,74 26,95 1,37495
"23.10" g 1150 57,01 27.41 1.54670
"23.10" 8 1230 33 29,04 1,85902
"23.10" 8 1310 48,38 29,05 2,04293
"23.10" 8 1356 52,35 28,71 1,84909
"23.10" 8 1430 49,23 29,39 2,04910
"23.10" 8 1510 50.58 27,94 1,83390
"23.10" 8 1550 50,03 28.49 1,91455
"23.10" 8 1630 47.36 28.83 2,05697
"05.11" 21 600 100 15,26 0,00000
"05.11" 21 640 100 19,35 0,00000
"05.11" 21 720 89,9 21,03 0,24792
"05.11" 21 800 75,3 23,18 0,69112
"05.11" 21 840 69.14 25,19 0,97403
"05.11" 21 920 60,69 26,25 1,32114
"05.11" 21 1000 54,53 27,01 1,59805
"05.11" 21 1040 54,31 27,65 1,66706
"05.11" 21 1120 46,03 28,95 2,12363
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Data Dia da medida HORA RH Ta DPV

1998 % °C kPa
"05.117 21 1200 41,63 29.54 2,37627
"05.11" 21 1240 36,34 30,19 2,69017
"05.11" 21 1320 41,41 29,73 241143
"05.11" 21 1400 43,9 29,25 2,24602
"05.117 21 1440 43,64 29,24 2,25512
"05.11" 21 1520 44,93 28.13 2,0662%
"05.11" 21 1600 45,34 28,83 2,13591
"05.11" 21 1640 41,93 29,29 2,33026
"15.11" 31 710 89,2 18,65 0,22875
"15.11" 31 750 81,3 21,13 0,46185
"15.11" 31 830 78,4 22,2 0,56952
"15.117 31 910 68,54 23,75 0,91104
"15.11" 31 950 64,46 25,53 1,14463
"15.11" 31 1030 60,88 25,97 1,29320
"15.11" 31 1110 62,49 25,69 1,21959
"15.11" 31 1150 53,88 28,3 1,74766
"15.11" 31 1230 53,69 27,32 1,65740
"15.11" 31 1310 54,07 28,18 1,72837
"15.11" 31 1350 54,25 27,68 1,67217
"15.11" 31 1430 49,66 28,81 1,96482
"15.11" 31 1510 46,36 28,76 2,08758
"15.11" 31 1550 45,93 29,33 2,17475
"15.11" 31 1630 49,94 27,51 1,81163
"15.11" 31 1710 48,54 27,29 1,83848
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Data Dia da medida HORA RH T, DpV
1999 % °C kPa
"01.04" 1 700 100 18,63 0,00
"(1.04" i 740 95,2 21,46 0,12
"01.04" 1 820 87.4 23,06 0,35
"01.04" 1 900 79,5 25,06 0,64
"01.047 1 940 75 25,61 0,81
"01.04" 1 1020 74,5 26,73 0,88
"01.04" 1 1100 69,72 28,01 1,13
"01.04" i 1140 67,98 28,11 1,20
"01.04" i 1220 62,75 29,53 1,52
"01.04" 1 1300 60,38 29.92 1,65
"01.04" 1 1340 59,9 30,13 1,69
"01.04" 1 1420 55,82 31.53 2,02
"01.04" 1 1500 35,34 32,06 2,10
"01.04" 1 1540 62,16 30,39 1,62
"01.04" 1 1620 61,98 29,49 1,54
"03.04" 3 720 91,5 21.19 0,21
"03.04" 3 800 75,9 23,96 0,71
"03.04" 3 840 66,45 26,89 1,17
"03.04" 3 920 65,52 28,27 1,30
"03.04" 3 1000 61,77 29.38 1,54
"03.04" 3 1040 60,84 29.9 1,63
"03.04" 3 1120 55.98 30,95 1,94
"03.04" 3 1200 56,37 31,33 1,97
"03.04" 3 1240 54,62 30.48 1,95
"03.04" 3 1320 56,64 32,21 2,06
"03.04" 3 1400 5547 31,71 2,05
"03.04" 3 1440 46,5 33,05 2,66
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Data Dia da medida HORA RH Ta DPV
1999 % °C kPa
"03.04" 3 1520 50,1 33,06 2,48
"03.04" 3 1600 68,88 27,78 1,14
"03.04" 3 1640 86,8 22,04 0,34
"(5.04" 5 730 100 19,3 0,00
"(5.04" 5 810 89.8 21,94 0,26
"05.04" 5 850 80,3 24,22 0,59
"05.04" 5 930 74,2 26,06 0,86
"05.04" 5 1010 70,9 26,95 1,02
"05.04" 5 1050 67.57 2743 1,17
"05.04" 5 1130 65,77 28.4 1,30
"05.04" 5 1210 62,28 30,37 1,61
"05.04" 5 1250 58,68 29,82 1,71
"05.04" 5 1330 58,32 29,23 1,67
"05.04" 5 1410 54,87 31,32 2,03
"05.04" 5 1450 50,81 32,45 2,36
"05.04" 5 1530 49.82 32,61 2,43
"05.04" 5 1610 47,98 32,33 2,48
"05.04" 5 1650 54,38 30,11 1,92
"06.04" 5 700 100 17,48 0,00
"06.04" 6 730 100 19,75 0,00
"06.04" 6 810 100 22,83 0,00
"06.04" 6 850 83 24.9 0,53
"06.04" 6 920 78.6 25,92 0,71
"06.04" 6 1000 72,4 27,1 0,98
"06.04" 6 1040 70,4 28,57 1,14
"06.04" 6 1120 67,33 28,39 1,24
"06.04" 6 1200 63,28 30,08 1,54
"06.04" 6 1240 59,2 31,35 1,84
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Data Dia da medida HORA RH Ta DPV
% °C kPa
"06.04" 6 1320 60,3 30,35 1,69
"(06.04" 6 1400 55,07 31,49 2,04
"06.04" 6 1440 58,22 30,72 1,82
"06.04" 6 1520 59,5 30,46 1,74
"06.04" 6 1600 64,43 29 1,40
"06.04" 6 1640 61,71 28.81 1,46
"10.04" 10 610 98,9 14,54 0,02
"10.04" 10 650 99,4 14,78 0,01
"10.04" 10 730 92,2 17,39 0,15
"10.04" 10 810 84,5 19,61 0,35
"10.04" 10 850 79,5 20,52 0,49
"10.04" 10 930 75,5 21,61 0,62
"10.04" 10 1010 73,7 22,9 0,72
"10.04" 10 1050 67,05 23,92 0,96
"10.04" 10 1130 63,55 25,29 1,16
"10.04" 10 1210 63,64 25,72 1,18
"10.04" 10 1250 63,04 26,13 1,23
"10.04" 10 1330 58,87 26,79 1,43
"10.04" 10 1410 58,17 27,53 1,52
"10.04" 10 1450 58,24 26,88 1,46
"10.04" 10 1530 62,76 25,98 1,23
"10.04" 10 1610 63,58 25,22 1,15
"10.04" 10 1650 63,8 24,93 1,13
"14.04" 14 700 100 17,96 0,00
"14.04" 14 740 98,3 19,34 0,04
"14.04" 14 820 97,9 19,73 0,05
"14.04" 14 900 88,7 22,81 0,31
"14.04" 14 940 78,2 24,79 0,67
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Data Dia da medida HORA RH T, DPV
1999 % °C kPa
"14.04" 14 1020 69,67 25,94 1,00
"14.04" 14 1100 63,27 28,01 1,29
"14.04" 14 1140 63,08 28,67 1,43
"14.04" 14 1220 63,7 27,64 1,32
"14.04" 14 1300 62,73 27,93 1,38
"14.04" 14 1340 36,5 29,58 1,77
"14.04" 14 1420 56,7 29,53 1,76
"14.04" 14 1500 56,78 30,49 1,86
"14.04" 14 1540 58,63 28,73 1,61
"14.04" 14 1620 55,74 29,59 1,81
"14.04" 14 1700 58,96 29,49 1,67
"20.04" 20 710 100 8,77 0,00
"20.04" 20 750 88,7 13,41 0,17
"20.04" 20 830 73,7 17.42 0,52
"20.04" 20 910 61,38 20,13 0,90
"20.04" 20 950 53,76 22,38 1,23
"20.04" 20 1030 49,63 24,36 1.51
"20.04" 20 1110 42,61 25,44 1.84
"20.04" 20 1150 4481 26,78 1,91
"20.04" 20 1230 43,15 28,01 2,12
"20.04" 20 1310 42,15 28,58 2,23
"20.04" 20 1350 41 29,82 2,44
"20.04" 20 1430 38,17 29,39 2,50
"20.04" 20 1510 50.1 27,57 1.81
"20.04" 20 1550 48.43 26,39 1,77
"20.04" 20 1630 52,16 26 1,58
"27.04" 27 720 100 12,69 0,00
"27.04" 27 800 96.4 15,51 0,06
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Data Dia da medida HORA RH Ty DPV

1999 %o °C kPa
"27.04" 27 840 92,2 17,23 0,15
"27.04" 27 920 85,8 18,48 0,30
"27.04" 27 1000 75 21,03 0,61
"27.04" 27 1040 68,02 22,01 0,83
"27.04" 27 1120 62,96 23,58 1,06
"27.04" 27 1200 59,36 24,11 1,20
"27.04" 27 1240 55,18 25,11 1,41
"27.04" 27 1320 51,14 26,32 1,65
"27.047 27 1400 48,07 27,16 1,84
"27.04" 27 1440 46,03 26,41 1,83
"27.04" 27 1520 46,99 2736 1,90
"27.04" 27 1600 51,53 25,78 1,58
"27.04" 27 1640 56,15 24,71 1,35
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3. CAPITULO I

ALTERACOES BIOQUIMICAS EM LARANJA ‘PERA’ INFECTADA COM

Xylella. fastidiosa

86



3.1, INTRODUCAO

3.1.1. MECANIMOS DE DEFESA DE PLANTAS A PATOGENOS

Durante ¢ longo tempo de convivio com herbivoros, as plantas desenvolveram muitos
mecanismos de sobrevivéncia. Estes mecanismos sio de natureza morfolégica anatémica,
fisiologica ou bioquimica, estando presentes em diferentes intensidades entre as espécies e,
muitas vezes, agindo em conjunto (Bell, 1981; Friend, 1981; Mansfield, 1983; Beart ef
al.,1985; Hoagland, 1990; Nicholson & Hammerschmidt, 1992).

As plantas produzem vérias substdncias para inibir o desenvolvimento de patogenos.
Tais substincias podem estar presentes antes (pré-formadas) ou apdés a colonizagio pelo
patogeno (pos-formadas). Entre as pré-formadas ocorrem fendis, alcaldides, lactonas
insaturadas, glicosideos fen6licos e cianogénicos ¢ inibidores protéicos (Pascholati & Leite,
1994). Entre as substncias pos-formadas, destacam-se as fitoalexinas, que na grande maioria
sfo compostos fendlicos de baixo peso molecular (Goodmann ef al., 1986; Pascholati & Leite,
1994), derivadas dos aminoacidos arométicos fenilalanina e tirosina (Hahlbrock & Schell,
1989; Herrmann, 1995; Kuc, 1995). Os aminodcidos aromdticos fenilalanina, tirosina e
triptofano origimam-se do &cido shiquimico, que € sintetizado a partir de intermediarios da
glicolise, a eritrose-4-fosfato e o fosfoenolpiruvato (Lehninger ef al., 1993), As fitoalexinas
possuem agdes antibacterianas, fungitoxicas e antivirGticas (Friend, 1981). Esta agcfio
relaciona-se a capacidade dos fenéis de inativarem enzimas celuloliticas, pectoliticas e
degradadoras da parede celular dos patégenos (Martin & Grossman, 1972).

Em citros destaca-se a produgfio da fitoalexina escoparone (6,7 dimetoxicoumarina)
que ¢ o principal composto aromdtico envolvido na defesa contra Phytophthora citrophthora
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(Afek & Sztejnberg, 1988), Guignardia citricarpa (De Lange et al., 1976) ¢ Diaporthe citri
(Aritmo et al., 1986).

A rapidez de acumulo de fitoalexinas estd associada com resisténcia a fungos e
bactérias, embora as informacdes genéticas para a sintese dessas substfncias sejam
encontradas tanto em plantas sensiveis como nas tolerantes (Kue’, 1995).

A sintese de fitoalexinas pode ser incrementada por substincias chamadas de elicitores,
produzidas na intera¢do planta-patdgeno (Paxton, 1981; Goodman ef al., 1986). Os elicitores
sdo reconhecidos por receptores protéicos na membrana, que desencadeiam as reagdes
metabolicas necessarias 4 sintese de substancias de defesa (Hammond-Kosack & Jones, 1996;
Leite er al, 1997). Sabe-se que em certas bacterioses, a presenca do patogeno ndo €
identificada pelo hospedeiro, pois nfio hd a presenca de elicitores. Desta forma, as reagdes de
defesa nfio ocorrem rapidamente, pois nfo hd a pronta ativagio de genes de defesa. Neste caso,
a produgio de fenilpropandides € muito lenta e pode ser uma conseqiiéncia das injurias
provocadas pela colonizagdio (Alfano & Collmer, 1996; Dixon & Paiva, 1995).

Portanto, ¢ fundamental que se conhega as alteracfes que ocorrem no metabolismo de
defesa das plantas desde os processos iniciais de desenvolvimento da patologia.

Muitas enzimas estdo envolvidas no metabolismo dessas substincias de defesa e tem
suas atividades aumentadas na presenga do patégeno ou, indiretamente, em fungfio da
colonizaciio ¢ desenvolvimento dos sintomas (Fric, 1976). Entre elas estdo as ribonucleases,
proteases, peroxidase, fenilalanina-aménio-liase (PAL) e polifenoloxidase. Evidéncias
mostram que algumas destas enzimas podem agir diretamente sobre o desenvolvimento dos
patégenos, como a P-1-3-glucanase, que degrada as paredes celulares de Cercospora
arachidicola (Roulin & Buchala, 1995).

Martins et al. (1999) encontraram em laranjeiras ‘Natal’ com catorze anos de idade e
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com dez anos de presenca de sintomas caracteristicos de CVC, aumento de concentragio de
compostos fenolicos, de lignina e das atividades das enzimas peroxidase, B-1-3-glucanase e
quitinases.

Contudo, nfio se sabe como ocorrem as alteracdes no metabolismo de compostos
fendlicos cu na atividade de proteinas nas plantas com CVC no inicio de desenvolvimento da
doenca e tampouco se as alteragSes, encontradas por Martins ef al. (1999), resultam das
modificagdes metabolicas decorrentes somente da infecgio ou so decorrentes também dos
efeitos colaterais devidos ao longo tempo de infeccdo. Portanto, esses estudos sdo
fundamentais para a methor compreensio dos possiveis mecanismos de defesa da laranjeira a

X fastidiosa.

3.1.2. DEFICIENCIA HIDRICA E MECANISMOS DE DEFESA CONTRA PATOGENOS

Fatores climaticos podem agir sobre a severidade da doenca. Foi demonstrado que a
deficiéncia hidrica aumenta a severidade de X fastidiosa em Parthenocissys quinguefolia
(McElrone er al, 2001), embora os motivos dessa maior severidade nfo tenham sido
esclarecidos. Os resultados apresentados no capitulo I deste trabalho, também indicaram que a
deficiéncia hidrica aumentou os sintomas da CVC em laranjeira 'Péra’, provavelmente por
acentuar 0$ prejuizos sobre as trocas gasosas ¢ relagdes hidricas. Uma das hipéteses para a
maior severidade da doen¢a em regides sujeitas ao déficit hidrico € que ele pode prejudicar os
mecanismos de defesa naturais das plantas e facilitar a colonizagdo da bactéria (Boyer, 1995).

Para garantir a sobrevivéncia sob condi¢des de deficiéncia hidrica o metabolismo das
plantas sofre alteracdes. A alteragio no metabolismo primaric ¢ uma resposta genérica
encontrada em plantas sob estresse. Muitas enzimas tém suas atividades modificadas em
resposta a deficiéncia hidrica e, também, a tratamento com ABA, tais como, gliceraldeido-3-
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fosfato-desidrogenase, sacarose sintase, betaina-aldeido-desidrogenase e  ascorbato-
peroxidase. Entretanto, o ammento nas atividades de enzimas estd associado com outros
estresses ambientais e, possivelmente, reflete um aumento na demanda energética. A produgio
de proteases pode ser uma estratégia importante durante o metabolismo sob estresse, atuando
sobre proteinas armazenadas e liberando aminoacidos para sintese urgente de novas proteinas
(Ingram & Bartels, 1996).

O metabolismo de compostos fendlicos pode ser regulado pelo estado energético da
planta (Herrmann, 1995). Sob condi¢bes normais de crescimento, 20% do carbono fixado
pelas plantas flui através da via do 4cido shiquimico (Hanson & Havir, 1981), precursor dos
amino4cidos arométicos fenilalanina, tirosina e triptofano. Desta forma, a diminuicdo da
fotossintese em funcgio do estresse, reduzindo a disponibilidade de carboidratos, pode alterar a
concentragdo de compostos fendlicos.

De fato, wm declinio na concentragio de acidos orgénicos, resultante do catabolismo de
carboidratos, tem sido verificado em plantas sob estresse (Fougere et al., 1991). Este declinio
na concentracio de 4cidos orgénicos como ¢ shiquimico, pode resuitar em menor sintese de
compostos fenélicos e tornar a planta mais susceptivel ao ataque de patogenos e outros
herbivoros. Dunn et al. (1998) encontraram menor atividade de PAL em laranjeiras sob
estresse salino e aumento de susceptibilidade ao ataque de nematdide. Estes autores sugeriram
que a diminuicdo da atividade da enzima estava relaciopada 4 menor concentracio de
aminodacidos derivados do acido shiquimico, das plantas submetidas ao estresse.

A CVC reduz o estado energético das plantas pela reducio na taxa de assimilagiio de
CO,, resultando em menor conteudo de amido (Gomes, 2001). Também, impde & planta um
desbalanco hidrico pela reducfio do potencial da 4gua das folhas (Machado et al., 1994,

Habermann, 1999; Gomes, 2001). Se estas alteragdes indicam que o metabolismo de
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aminodcidos e compostos derivados do 4cido shiquimico pode estar sendo modificado,
reduzindo a concentragdo das substincias de defesa, € possivel que a deficiéneia hidrica

favorega o desenvolvimento da CVC.

3.1.2.1 MODIFICACOES NO METABOLISMC DE AMINOACIDOS E DE COMPOSTOS FENOLICOS
PROVOCADOS EM FUNCAO DA DEFICIENCIA HIDRICA E DA PRESENCA DE PATOGENOS.

Rabe (1990) propds que a diminui¢éio na sintese de glicose ou reduciio no crescimento
em conseqiiéncia do estresse abidtico conduz ao aumento da produgdo de compostos
nitrogenados, para retirar o excesso de aménia dos tecidos, que pode ser toxica.

A amdnia € gerada via reducfio do nitrato e do nitrito, particularmente pelas arvores,
embora uma pequena quantidade possa também ser adquirida do solo, sob condices acidas
(Stewart ez al., 1992). Ela pode ser sintetizada em grande quantidade por outras reacdes como:
no ciclo de nitrogénio da fotorrespiragio; na transformagfo de glicina em serina; através do
catabolismo de compostos nitrogenados de transporte, como a asparagina, arginina e ureideos;
durante o metabolismo normal de alguns aminoécidos; através da enzima PAL que libera uma
molécula de aménia pela conversdo de fenilalanina em 4cido cindmico (Lea, 1997).

A sintese de alguns aminoAcidos € importante para a remogio do excesso de aménia,
devido a alta razio N/C que possuem, embora haja alto custo energético para a sintese. Por
exemplo, a arginina, que possui uma das maiores razdes N/C, tem sua concentracio
aumentada ao redor de seis vezes em plantas sobre estresse hidrico (Rabe, 1990). Em citros
sob condigdes de estresse, também foi observado aumento na concentracio de arginina,
relacionada 4 desintoxicagio de amodnia (Rabe & Lovatt, 1986; Sagee and Lovatt, 1991),
embora o acimulo deste aminoacido também esteja relacionado em citros como reserva de N

(Tadeo ef al., 1984).
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A deficiéncia hidrica pode regular a sintese de aminoécidos, devido as modificagdes ne
pH do citoplasma, alteragdes na turgescéncia e no potencial osmético (Handa er al., 1983;
Rhodes et al., 1986; Lea, 1997). Sob estresse, observou-se o aumento de 10 vezes na sintese
de prolina bem como a reducfio na sua degradagfo oxidativa (Stewart ef al., 1977; Huang &
Cavalieri, 1979; Sells & Koeppe, 1981; Hanson & Hitz, 1982).

O actumulo de prolina também pode estar relacionado ac ajuste osmoético, que € uma
das estratégias para garantir a sobrevivéncia da planta, tanto sob déficit hidrico como sob
estresse salino. O ajuste osmoético possibilita a continuidade de absorgdo de agua pelo vegetal
em potenciais da agua mais baixos no solo, mantendo o turgor celular (Hale & Orcutt, 1987;
Hare ef al., 1998). Ajuste osmético foi observado em pessegueiros, na resposta a infeccdo de
X fastidiosa (Anderson & French, 1987).

Prolina ¢ um dos aminoécidos mais abundantes nos tecidos dos citros e é considerada
uma reserva importante de nitrogénio nas folhas, além de ser um dos compostos soliveis que
mais aumenta nas folhas durante o déficit hidrico (Stewart, 1961; Yelenosky, 1979). Stewart
{1961), observou que a concentragio de prolina usualmente € ao redor de 0,5% da matéria
seca de folhas de laranjeiras ‘Valéncia® podendo atingir até 2,5%. sob estrésse abibtico.

O ajuste osmotico foi observado em citros sob condicSes de estresse salino (Lloyd er
al., 1987,1989,1990) e hidrico (Fereres et al., 1979). Diferentemente de Fereres et al. (1979),
alguns autores ndo constataram ajuste osmotico em folhas de laranjeiras ¢ limoeiros (Citus
limon 1..) submetidos a deficiéncia hidrica (Domingo, 1994; Savé er al., 1995). Entre os
motivos dessa discrepancia pode estar a intensidade e duragio do estresse, que foram bem
maiores no estudo de Fereres et al. (1979). Também ndo houve estudos para verificar se o

ajuste osmotico pode ocorrer ao nivel da raiz, que é o local onde ele se desenvolve em
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primeiro lugar (Hsiao & Xu, 2000). Adicionalmente, poucas espécies foram estudadas,
apontando para a necessidade de novas pesquisas.

Em adicfio ao papel biofisico no aciimulo de prolina, tem sido proposto que 0 processo
de sintese deste aminodcido bem como de glicinabetaina, pode manter o potencial de reducio
celular durante os periodos de estresse, permitindo ¢ funcionamento da fotorrespiragio e a
dissipagfio do excesso de energia captada pela clorofila (Hare ef al., 1998).

Sob condicBes de estresse, hd maior dreno de carbono para as sinteses de arginina ¢ de
prolina do que para as sinteses de compostos aromdticos, podendo afetar negativamenie a
concentragio de compostos fendlicos necessarios para a defesa das plantas (Dunn er al.,
1998).

Doencas também interferem no metabolismo de aminoacidos em plantas citricas. A
infeccdo por Phytophthora parasitica aumentou a concentragéio de prolina (Labanauskas e al.,
1974). O declinio dos citros, que ¢ outra doenga vascular de causa ainda desconhecida,
aumenta os teores de arginina ¢ de aminodcidos livres totais (Hanks & Feldman, 1974). A
infeccdo pelo nematdide Radopholus similis induziu aumento nas concentragdes de arginina,
asparagina, glicina, prolina, lisina e histidma (Hanks & Feldman, 1974).

Por outro lado, a diminuicdo de energia disponivel em situagdes de estresse bidticos ou
abioticos pode regular a sintese de compostos aromaticos. Evidéncias mostram que a atividade
da enzima shiquimato-quinase ¢ controlada pela disponibilidade de energia (Shimidt er al.,
1990).

Plantas com CVC apresentam redugdo no estado de hidratagio foliar durante o dia,
como foi demonstrado por Machado et al. (1994) e confirmado no capitulo I deste trabalho.
Desta forma, ¢ interessante observar se esta desidratacio que ocorre ao longo do tempo nos

tecidos de plantas doentes estd modificando a presenca de amdnia e aminoacidos, interferindo

93



na sintese dos compostos de defesa da planta contra o ataque de X. fastidiosa. Também &

interessante saber como a deficiéncia hidrica interage com este processo.

3.1.4. PEROXIDASES (EC 1.11.17)

As peroxidases catalisam a oxidac@ic de um doador de hidrogénio (usualmente um fenol
substituido) com a participagdo de perdxido de hidrogénic (Sinclair, 1984). Elas também
catalisam a formacgfio de peroxidos que possuem acfio antimicrobiana. S#3o promotoras da
producdo de lignina, suberinas e extensinas, atuando nos processos de polimerizacio destas
substéncias, bem como atuam na sintese de compostos fendlicos complexos (Vera-Estrella ez
al., 1993; Baker & Orlandi, 1995).

Com relaciio a biossintese de lignina, a peroxidase € responsavel pela remocdo de
dtomos de hidrogénio dos grupos alcodis hidroxicindmicos, cujos radicais se polimerizam para
formar lignina (Freudenberg, 1965; Goodman er al., 1986, Whetten & Sederoff, 1995). A
lignificacdio estd correlacionada a resposta de defesa em muitas plantas, pois atua como
barreira mecénica 4 penetrago, crescimento ou mobilidade de patogenos, conferindo
resisténcia a parede celular ao ataque enzimético ou & difusfo de toxmnas (Nicholson &
Hammerschimidt, 1992).

Danos na membrana plasmatica, causados por ruptura mecénica ou pela agéo de enzimas
proteoliticas ativam as peroxidases que estdo nas membranas (Sanches-Ferrer er al., 1989;
Reimmann et al, 1992). Estas enzimas podem ficar aderidas a parede celular durante o
processo de lignificagio (Abeles & Biles, 1991).

Martins et al. (1999) constataram um incremento da atividade peroxidasica em plantas
com CVC. Desta forma, ¢ importante saber como a atividade desta enzima se desenvolve nas

plantas com CVC durante o desenvolvimento da doenca e nfo somente nos estigios
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avancados, que podem configurar mais ura agfic de reparo aos danos, de que conseqiiéncia de
estimulo exercido pela presenca da bactéria nos tecidos.

As isoenzimas de peroxidases podem diferir nas propriedades bioquimicas, tais como
atividade especifica, afinidade pelo substrato, pH 6timo, etc., e serem separadas em formas
dcidas ou bésicas por eletroforese, cromatografia de troca ibnica ou focalizacio isoelétrica
(Gaspar et al.,1982). Hamil & Brebbaker (1969), observaram através de eletroforese em gel de
poliacrilamida, 24 isoenzimas em extratos obtidos de 250 variedades de milho. Por sua vez,
Grison & Pilet (1985) relataram onze isoperoxidases na fragdio citoplasmatica extraida de
raizes de mitho. Lusso (1989) encontrou oito isoenzimas em extratos de folhas de milho
inoculadas com Helminthosporium carbonum, H. maydis ou juriadas mecanicamente
imediatamente apds a fricciio com carburundo. Porém apés 12 horas houve o aparecimento de
duas novas isoenzimas ¢ o desaparecimento de trés em todos os tratamentos. Portanto, ¢
importante saber se ocorre um estimulo para a sintese de diferentes isoenzimas de peroxidase

pela presenca de X. fastidiosa em tecidos com CVC.
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3.1.5. OBJETIVOS

Estudar as altera¢Ges nas concentragdes de aglcares soluveis, aminodcidos, compostos
fendlicos ¢ atividade de peroxidases em laranjeiras ‘Péra’ com CVC e submetidas a

deficiéncia hidrica.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1, EXPERIMENTO

O experimento foi instalado no Centro Avangado de Pesquisa do Agronegdeio de
Citros *Sylvio Moreira’ do Instituto Agrondmico em junho de 1999. Oitenta plantas de
laranjeira ‘Péra’ enxertadas em limoeiro ‘Cravo’, com 12 meses de idade, foram
transplantadas para vasos de 30 litros, contendo substrato preparado com % de areia, s
composto orgnico e ¥ de terra. 30 dias apds o transplante em 20 de agosto de 1999. 20
plantas foram inoculadas pelo processo de encostia descrito no capfiulo I A irrigaciio foi

diaria e a adubagdio foi efetuada com 20 g de nitrato de célcio, a cada 30 dias (fig.1).

Figura 1. Experimento instalado no Centro Avangado de Pesquisa do Agronegocio
de Citros "Sylvie Moreira’ do Instituto Agrondmico em Cordeirépolis, SP.
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ApoOs a confirmagéio da doenga ter sido feita pelo exame PCR, e aparecimento dos
primeiros sintomas de CVC, em margo de 2000 foram selecionadas plantas sadias e doentes e
aplicados os seguintes tratamentos:

a) Plantas sadias irrigadas

b) Plantas sadias e com deficiéncia hidrica

¢} Plantas com CVC irrigadas

d) Plantas com CVC e com deficiéncia hidrica

O tratamento de deficiéncia hidrica foi aplicado por meio da interrupgdo da irrigacfo até
que a taxa de assimilaco de CO: (A) fosse proximo a zerc. As medidas de A, conduténcia
estomatica (g;) e da taxa de transpiracic (E) foram realizadas com o aparelho portatil de
fotossintese, por radiagfo infravermelho, Li 6400 (LiCOR, Linconl, Nebraska) em folhas,
completamente expandidas, com cinco a oito meses de idade e em ramos com sintomas de
CVC. As folhas selecionadas para as medidas continham no maximo 3 % do limbo foliar com
a presenca de sintomas caracteristicos de CVC. As medidas foram realizadas diariamente as
10 horas da manhd com luz artificial fornecida pelo propria cAmara do aparetho, com
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (FFF) de 1000 umolm’s.,
considerado suficiente para a saturacfo luminica da fotossintese (Syvertsen, 1984). As
medidas foram realizadas sob controle de temperatura da cdmara de medicfo, fixada em 28
°C, que era proxima a temperatura do ambiente naquele horario de medida.

Um dia apés A4 ter atingido valores proximos a zero, e as 12 horas, amostras foram
retiradas para as andlises bioquimicas de todos os tratamentos. Para tanto, foram retirados das
mesmas folhas utilizadas para medidas de A, seis discos foliares com 7 mm de didmetro, com
furador de rolba. Os discos foliares foram retirados de um dos lados do limbo foliar, paralelos
4 nervura central e imediatamente transferidos para eppendorfs (fig. 2). Para evitar a perda de
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agua, os eppendorfs foram tampados e rapidamente colocados no gelo até que houvesse a
medida da massa fresca. No outro lado do limbo, outros seis discos foram retirados apenas
para medidas de massa seca, apds serem mantidos por 48 horas em estufa com temperatura de
68 C.

Para extracio de agleares soliveis, aminodcidos e compostos fendlicos, os discos
foliares foram transferidos para tubo de ensaio contendo 10 mL do extrator MCW (metanol,
cloroformio e dgua na proporgdo 12:5:3) (Bielesk & Turner, 1966) que ficaram por doze dias
em camara fia (8 °C) até a descoloragfio total dos discos. Apds a separacdo da fase aquosa do
MCW pela adigio de 4gua e cloroférmio, obteve-se o extrato (A), doravanie assim

denominado. Um ml. de extrato {A) foi seco sob vacuo e o pd seco obtido foi solubilizado em

0,5 mL de etanoi 70% para obtengdo do extrato (B), doravante assim denominado.

Figura 2. Detalhe do método de coleta de material para analises bioquimicas em laranjerras
"Péra” com CVC e submetidas & deficiéncia hidrica. Circulo mostra a presenga dos sintomas
iniciais da doenga. Cordeirépolis SP.
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Todos os resultados foram analisados teste ¥ (P < 0,05), considerando-se o
delineamento experimental como fatorial ao acaso. Como causa de variagdo dos dados
considerou-se a sanidade, a presenca do estresse e a interacfo entre eles. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2.2. ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

Determinou-se a concentracdo de agUcares soliveis totais pelo método de fenol
sulfirico {Dubois ef al., 1936). Adicionou-se a 0,5 ml do extrato (B) (diluido 5 vezes) 0,5 mL
de reagente de fenol e 2 mL de H,50, concentrado. Agitou-se bem & apds resfria-lo, fez-se a
leitura de absorbéncia em espectofotdmetro a 490 nm. Leu-se em espectofotdometro a 490 nm.
Como branco, colocou-se dgua no lugar da amostra. As concentrages de aglcares soliveis
foram calculadas a partir de uma curva padrfio obtida com leituras de concentragdes

conhecidas de sacarose entre 5 a 50ug. Utilizou-se 6 repeti¢cdes por tratamento.

3.2.3. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fenolicos totais foram analisados pelo método espectrofotométrico de
Swain & Hills (1959). Para tanto, 200 pL. do extrato (B) foram diluidos em 3,3 mL de agua e
adicionou-se 0,25 mL do reagente de Folin Ciocaltean, homogenizando-se a mistura em
agitador elétrico de tubos. Apés trés minutos, adicionou-se 0,5 mL de NayCO4 (17,5 g /50 mL)
¢ agitou-se novamente. Adicionou-se 0,75 mL de dgua e apds agitagdo, aguardou-se uma hora
em bancada para posterior leitura da absorbdncia a 725 nm. Para os calculos de concentragao
em relacdio a massa fresca, tomou-se a curva padréio obtida com leituras da concentragéio de

acido f8nico entre 3 e 50 pg.
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3.2.4. SEPARACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A separagio de compostos fendlicos foi feita a partir do extrato (B) por cromotografia
liquida de alta performance (HPLC-8D 200 -Dynamax) usando-se uma coluna de fase reversa
TSK ODS-120T (5 um, 250 mm x 4,6 mm, Pharmacia). Os compostos eluindo na coluna
foram detectados com monitor de UV com % de 280 nm. Os sinais do detector foram
integrados e analisados pelo sistema Star Workstation {Varian). Para separar os compostos, foi
atilizado 0 método de Banwart er al. (1985) adaptado por Mazzafera & Guerreiro Filho
(1998), no qual, utilizou-se o tampiio A aquoso composto por 2% de 4cido acético em 4gua
deionizada (pH ajustado para 4.8 com solugfio 1 M de NaOH) e o tampéic B constituido por
70% do tampdo A e solventes orginicos (metanol/n-butanol/dcido acético, 82/16/2, v/v/v).
Para eluigio, o gradiente empregado foi: 0% de tampdo B entre os 0 e 5 min (fluxo de 0,6
mL/min), 5% de tampdo B entre 5 e 20 min (fluxo de 1,2 mL/min), 20% de tampéo B entre 20
e 40 min (fluxo de 1,2 mL/mim), 30% de tampdo B entre 40-70 min (fluxo de 1,2 mL/min),
70% de tampdo B entre 70-75 min (fluxo de 1,2 mL/min) e 100% de tamp#o B entre 75 a 85
min (fluxo de 1,2 mL/mm).

Também se verificou a concentracio do fenol escoparone (4,6 dimetoxicumarina)
comparando-se com uma solugio padriio de escoparone (Sigmay.

O cromatograma obtido permitiu a determinagdo de 3 compostos (incluindo o©
escoparone) {fig.3).

Houve 4 repeticdes por tratamento e os resultados foram analisados pelo teste F e as
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para estas analises

os dados das concentragdes do compesto B e composto C foram transformados em (Log x +1).
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Figura 3. Perfil de eluigio de fendis, utilizando uma coluna TSK ODS-120T (4,6 mm x 250
mm) por HPLC. Fluxo de 1,2 mL/min. Os sinais foram monitorados com A de 280 nm.

3.2.5. AMINOACIDOS LIVRES TOTAIS

A determinagiio de aminoacidos foi feita com 4 repeti¢des por tratamento, seguindo-se
o método de reaglo colerimétrica dos aminoéacidos com ninhidrina (Yemm & Coocking,
1955).

Para tanto, adicionou-se em tubo de ensaio, 1 mL do extrato (A) (diluido 10 vezes), 0,5
ml de tampo citrato de sédio 0,2 M com pH 5,0, 0,2 mL de ninhidrina 5% em metil
celusolve; 1,0 mL de KCN 2% (v/v) de uma solugdo de KCN 0,01 M em metil celusolve. Essa
mistura foi levada ao banho térmico durante 20 min a 100 C. Os tubos de ensaios foram
cobertos com esferzs de vidro para evitar a evaporagdo da solugio. Apds o resfriamento, foi

adicionado etanol 60%, ate completar 4 ml.. A leitura foi feita em espectofotdmetro a 570 nm.
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A concentracio de aminoacidos foi obtida com o emprego de uma curva padrio obtida com
concentragOes conhecidas de leucina entre de 0 a 500 nmol/mL. Os valores das concentragdes

de aminoacidos foram expressos em nmol de aminoacidos/g de massa seca.

3.2.6. IDENTIFICACAO DE AMINOACIDOS LIVRES E AMONIA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA
3.2.6.1. DERIVACAO DOS AMINGACIDOS

Foram utilizados dois métodos para derivagio dos aminoacidos livres para a separagio
¢ quantificacio em HPLC. Os aminoacidos ASP, GLU, GLN + GLY, ILEU, LEU, LYS,
MET, PHE, PRO, THR, TYR, VAL e amonia foram derivados com ¢ reagente Accqaal
(Burgoyne, 1993). Para tanto, em 20 uL do extrato (A) foram adicionados 60 ul do reagente
Accqaa2. A pustura foi mantida a 55°C por 10 minutos. Essa mistura foi armazenada a -18 °C
até a analise em HPL.C.

Para determinacéo de SER, ARG e ALA, utilizou-se a derivagdo dos aminoacidos com
o método de derivagdo com OPA (o-ftaldialdeido) (Jarret et al., 1986). Para tanto, 20 uL da
fase aquosa do extrato (A) foram adicionados 60 ulL do reagente OPA (50 mg OPA em 1 mL
de metanol) em tampdo borato 0,3 M, pH 9,5 ajustado com NAOH 2 N e 1,25% (v/v) de
B-mercaptoetanol, foram misturados ¢ agitados. Logo apés 2 minutos, 20 pul dessa mistura
foram injetados em HPLC.

Todos os tampdes foram feitos em agua milli-Q (dgua deionizada com resisténcia de

18,2 [ obtida em deionizador Milli-Q da Millipore).

3.2.6.2. SEPARACAO E QUANTIFICACAO DOS AMINOACIDOS
A separagdo e a quantificacdo dos aminodcidos foram feitas em HPLC (SD-200,

Dynamax) utilizando-se uma coluna cromatografica (Waters spherisorb ODS-2, 5mm, 4,6 mm
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X 250 mm, da SUPELCO INC.) acoplada a um sisterna de bombas hidraulicas, controladas
por um gerador de gradiente modelo 2152 (Dynamax). Ao serem ecluidos pela coluna
cromatografica, os derivados dos aminodcidos eram detectados por um monitor de
fluorescéncia (RF-10 AxL- Shimadzu). Para o método Accqaa? fixou-se um A de excitacio de
290 nm e de emissdo de 390 nm. Para o método OPA, utilizou-se um 4 de excitacio de 250
nm e de emissfo de 480 nm . Os sinais foram intergrados ¢ analisados pelo sistema Star
Cromatography (Varian).

Os tampdes utilizados para o método Accqua 2 foram: tampdo A composto por 100
mM de acetato de sodio, 5,6 mM de trietilamina (pH 6,8, ajustado com acido fosforico 50%).
Tampc B composto por 85% de acetonitrila em dgua deionizada. Fixou-se um fluxo de
eluicdo para o método Accqaa2 de 0,8 mL/min e o gradiente gerado, através da variagfio na
proporgio dos tampdes A e B foi: 0 a 60% de B entre 0 e 30 minutos; 60 a 80% de B entre 30
a 60 minutos; 80 a 100% de B entre 60 ¢ 70 minutos.

Os tampdes utilizados para eluigiio com o sistema OPA foram: tampdo A composto por
tampdo fosfato (50 mM) contendo 2% de tetrahidrofurano e 2 % (v/v) de metanol com pH 7,5
ajustado com 4cido acético concentrado e, tampdo B, metanol a 65% em H,O. Fixou-se para
OPA um fluxo de 0,8 mL/min e o gradiente foi gerado através da variaciio na propor¢io dos
tampdes A e B sendo: 20 a 28% de B entre 0 e 5 minutos, 28 a 58% de B entre 5 ¢ 35 min; 58
a 75% de B entre 35 e 40 minutos; 75 a 95% de B entre 40 e 56 minutos; 75 a 95% de B entre
36 e 60 minutos; 95 a 100% de B entre 56 ¢ 60 minutos.

Todos os tampdes foram deaerados e os polares (tampdes A) foram filtrados a vacuo,

em filtro Millipore, através de membrana PVDF, com poros de 0,45 um de didmetro.
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Cada aminoacido das amostras foi identificade pelo seu tempo de retengfo na coluna
cromatogrifica, tomando-se por base o padro de aminodcidos Sigma AAS-18, ao qual foram
adicionados os aminedcidos asparagina, glutamina, y-aminobutirico e amonia.

A concentracdo de cada aminoacido nas amostras foi determinada pela drea de seu
respectivo pico, comparando-se com o padrie utilizado, cuja concentracdo era de 230
nmol/mi.. Como exemplo, é apresentado na fig.4 o cromatograma padrio obtido pelo método

Accgaal.

3.2.7. ATIVIDADE DE PEROXIDASE (EC 1.11.17)

A atividade das peroxidases foi determinada no inicio da deficiéncia hidrica (inicio),
quando A atingiu valores proximos a zero (pleno estresse) ¢ durante a recuperagio (dois dias
apos a re-irrigacdo), de acordo com adaptagio do método descrito por Storrie & Madden
(1990). No inicio e em pleno estresse, mediu-se a atividade de peroxidase em folhas com CVC
sem sintomas € nas plantas sadias. Durante a recuperagio, mediu-se em folhas com CVC com
e sem sintomas. Para tanto 0,3 gramas de tecido vegetal fresco foram macerados em 5 mL de
tampdo de homogeneizacdo (Tris 50 mM + HC1 0,2 M + EDTA I mM + MgChL.6 H;0O |
mM). O macerado foi filtrado em papel de filtro e centrifugado a 3500 g durante 15 min. a 4
C ¢ separou-se do sobrenadante. Para obtenciio do extrato enzimatico o sobrenadante foi

novamente centrifugado a 11.000 g por 10 min.
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Figura 4. Perfil de elui¢do de derivados Accqaa2-aminoédcidos do padrio Sigma AAS-18,
enriquecido com ASN, GLN, GABA e NH; Coluna Waters spherisorb ODS-2, Smm, 4,6
mm X 250 mm. Fluxo de 0,8 mi/min; A exc. 250 nm; A em. 390 nm; tamp&o A acetato de
sédio com 5,6 mM de trietilamina e pH 6,8; tampéo B acetonitrila 85% em dgua; gradiente
0 a 100% de B em 70 munutos.
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A mistura de reagfo foi composta por 100 pL do extrate enzimatico € 1,4 mL de uma
mistura contendo 24,1 gM, 90 pM de peroxido de hidrogénio em agua deionizada.
Acompanhou-se por dois minutos a reagfio em intervalos de 10 em 10 segundos, medindo-se a
absorbdncia em 420 nm. A atividade especifica fol expressa em A de absorbincia/mg de
proteina.min. A concentrac@o de proteina foi determinada no extrato enzimatico pelo método
de Bradford (1976).

Foram feitas seis repeticdes por tratamento e as médias comparadas pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2.8. PERFIL ELETROFORETICO DE ISOENZIMAS DE PEROXIDASE

A separagio das izoenzimas de peroxidase foi feita por eletroforese em gel nfo
desnaturante de poliacrilamida a 12% (Vallejos, 1983).

Foram aplicados no gel 10 ul. do extrato enzimatico (0 mesmo utilizado para medida
de atividade de peroxidase) de plantas sadias e com CVC, diluidas 1/1 com solucdo, 5% de
glicerol e alguns cristais de azul de bromofenol. A corrida deu-se em 24 mA por 4 horas.

A reagfio para revelacdo das izoenzimas ocorreu com solugdo composta por guaiacol
50 mM, 50 mM de H;O; ¢ 50 mM de acetato de sédio, pH 6,0. Outro gel foi revelado, com
uma solucio composta por seringaldazina 0,1%, 1 pL de HyO; (100%) e tampdo fosfato de

sodio 50 mM, pH 6,0. Apds vinte minutos de reagfo os géis foram fotografados.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. TROCAS GASOSAS

As plantas com CVC irrigadas apresentaram menor taxa assimilagio de CO, (A), menor
condutincia estomatica (g;) ¢ menor taxa de transpiracdo (E) que as plantas sadias irrigadas
sob as mesmas condi¢cbes de uz e temperatura (fig. 5). Embora a doenga estava no inicio do
seu desenvolvimento e apresentando poucas folhas com inicio da manifestacdo dos sintomas, a
reducio em A foi de aproximadamente 34% com diminui¢bes proporcionais de g, ¢ de E.
Embora esta andlise nfio tenha sido feita ac longo do periodo do dia, as medidas foram feitas
no periodo da manha, sob condigdes favoraveis de luz e temperatura para a fotossintese. Como
ocorre menor fotossintese em plantas com CVC no periodo de maior déficit de pressio de
vapor (vide capitulo I), € provavel que, no decorrer do dia, quedas ainda maijores ocorreriam.
Isto revelou que embora apenas 3% do limbo foliar estava com sintomas os prejuizos causados
pela CVC sfio maiores e concordam com os resultados obtidos pelo capitulo I deste trabatho.
Esta desproporgdo ocorre por se tratar de uma doenca vascular que prejudica o estado de
hidratacdo dos tecidos fotossintetizantes antes de prejudicar a area fotossintética nos tecidos.

Valores proximos a zero para 4, g, e E, ocorreram apos 10 dias da suspensio da
irrigacdo em plantas sadias ¢ apenas aos 17 dias em plantas com CVC. Esta diferenca
provavelmente deve-se ao menor valor de E em plantas com CVC, mantendo a umidade do

substrato por um periodo mais longo, & semethanga do que foi relatado no capitulo 1.
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Figura 5. Taxa de assimilagio de CO, (4), transpiragio (E) e conduténcia
estoméatica (gs) em folhas de laranjeiras Péra’ com CVC e sadias, submetidas a
deficiéncia hidrica (DH). Medidas realizadas as 10 horas da manhd com FFF de

1000 umol/m?.s e temperatura de 28 °C.
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3.3.2. ACUCARES REDUTORES

Plantas irrigadas com CVC e sadias apresentaram concentragdes semelhantes de
acticares soluveis (fig.6), confirmando os dados obtidos por Gomes (2001) em circunstincias
semelhantes. Este fato deve relacionar-se & capacidade de actmulo de amido nas folhas das
plantas citricas, constituindo uma reserva importante de carboidratos (Goldschmidt &
Golomb, 1982). Mesmo com a redugio na fotossintese e na sintese de carboidratos nas plantas
doentes, é possivel que as reservas tenham sido disponibilizadas metabolicamente, mantendo a
concentraciio de agucares em niveis semelhantes as plantas sadias. Em folhas adultas dos
¢itros. hd uma constdncia na concentragfo de acuicares soliveis nos diversos periodos do ano,
exceto guando ha um periodo de grande demanda por carboidratos para a formac8o de novos
drgios (Sanz et al., 1987). Esta manutencdo sob periodos de reduzida atividade fotossintética
¢ atribuida & modificagdes na atividade de enzimas do metabolismo de actcares, como ©
aumento da atividade de B-amilase e invertases dcidas (Preiss, 1982; Quick er al., 1992; Lavon
et al., 1995). Entre as plantas sadias submetidas a deficiéncia hidrica nfio apresentaram queda
no teor de acticares solaveis. Gomes (2001), observou resultados semelhantes sob estresse,
sugerindo que o teor de aglicares soliveis em plantas sadias com estresse hidrico deve ser
mantido devido a hidrélise de amido na folha, cujo teor diminui. Nas laranjeiras com CVC sob
deficiéncia hidrica, houve queda significativa no teor de acglicares soluveis (fig. 6). Gomes
(2001), também observou queda no teor de agiicares redutores em laranjeiras com CVC sob
deficiéncia hidrica. No entanto, devido a menor fotossintese nessas plantas, mesmo sem
deficiéncia hidrica, suas reservas sdo menores. Desta forma, o estresse hidrico pode
influenciar a disponibilidade de agticares soliveis em plantas com CVC, que sdo necessdrios
para as diversas fungdes no metabolismo, como a sintese de aminoécidos, compostos fendlicos
& proteinas.
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Figura 6. Concentragio de aglcares soliveis equivalentes & sacarose, em folhas de
laranjeiras Péra’ sadias e com CVC e submetidas a deficiéncia hidrica (DH). Tratamentos
seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

3.3.3. AMINCACIDOS

A tabela 1 mostra os teores de aminodcidos em plantas sadias ou doentes submetidas ou
ndo & deficiéncia hidrica. Nota-se que niio houve alteragdes significativas no teor de
aminodcidos em fungfo exclusivamente da doenga. Apenas houve alteragdes significativas
quando houve a presenca de estresse hidrico ou na interagio. Houve aumento das
concentracdes de PRO, ARG e ALA, PHE e queda nos teores de GLU e SER.

Embora o contetdo e a proporgio de aminoacidos sejam varidveis em folhas de citros
em fungdo da idade de coleta, da variedade, nutricdo e clima (Sinclair 1984), as proporgdes
encontradas foram semelhantes as encontradas na literatura destacando-se os maiores
contetidos de prolina, arginina, alanina (Stewart, 1961; Labanauskas et al., 1974; Culiafiez et
al., 1981), onde a concentragiio de prolina pode chegar a representar mais de 50% dos

aminoacidos nas folhas sendo reserva importante para nitrogénio em citros (Sinclair, 1984).
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Tabela 1. Concentrac8io de aminoacidos em folhas de laranjeiras 'Péra’ sadias e com CVCe
submetidas a deficiéncia hidrica (DH).

) Tratamento Causa de variagfo
AA Sadia  Sadia+ DH CVC CVC+DH  Sanidade Estresse interacdo
umol/g Teste F

ALA 5,20 6,30 3,82 5,70 ns ® ns
ARG 4,42 6,22 2,31 6,80 ns * ns
ASP 1.01 0,97 1,25 0,97 ns ns ns
GLU 2,06 1,37 1,8 1,30 ns * ns
GLY + GLN 0,90 0,48 0,68 0,88 ns * *
ILE 3.02 2,70 2,71 3,70 ns ns *
LEU 2,60 2,30 2,52 3,01 ns ns *
LYS 3.00 2,30 2,10 3,32 ns ng *
MET 3.20 1,99 3,20 3,02 ns * *
NH; 0,30 0,31 0.30 (0,30 ns ns ns
PHE 1,50 3,10 2,60 2,83 ns * *
PRO 28,20 58,30 2996 59,00 ng * ns
SER 2,12 1,25 1,52 1,08 ns * ns
TYR 1,52 1,34 1,60 1.7 ns ns ns
THR 1,31 1,43 1,08 1.42 ns ns ns
VAL 1,90 2,20 2,10 2,03 - ns ns ns
Soma 62,26 93,81 59,49 95,03 -= -- --
Total 78,8 104.2 73,8 1003 ns * ns

" Aminodcidos individuais foram medidos por HPLC e a concentraciio total equivalente a
leucina calculada pelo método de (Yemm & Coocking, 1995). * significa que houve diferenca
pelo teste F ao nivel de 0,03% de probabilidade.

™ Concentraggo total de aminodcidos foi medida pelo método de Yemm & Coocking (1955).

112



Stewart (1961) encontrou de 35 a 77 umol/g MS de prolina, respectivamente em folhas velhas
¢ novas de laranjeira "Valéncia’, representando ao redor de 40% dos amino4cidos totais. Para
arginina encontrou de 2,71 a 6,78 umol/g MS, para folhas velhas e novas respectivamente,
representando entre 2,7 e 6,78% dos aminodcidos livres totais (entre 63 ¢ 249 pmol/g MS).

O aumento na concentracfio de prolina em situagSes de estresse hidrico est4 ligado tanto
a maior sintese quanto 4 restrigio 4 sua oxidacBo degradativa (Stewart ¢f al., 1977, Huang &
Cavalieri, 1979; Sells & Koeppe, 1981; Hanson & Hitz, 1982).

Freqiientemente tem-se sugerido que o actimulo de prolina € uma adaptacdo para
sobrevivéncia ao estresse e relacionado ao ajuste osmdtico (Rabe, 1990). Contudo, ainda ha
diavidas se ocorre ajuste osmotico em citros sob deficiéncia hidrica, pois embora ele tenha sido
evidenciado por Fereres ef al. (1979) ndo foi encontrade por Domingo (1994) e Savé ef al.
(1995).

A sintese de prolina também estd envolvida na manutencdo do potencial de reducéo
celular sob situagdo de estresse (formagiio de NADP™) e para a estabilidade de proteinas (Itai
& Paleg, 1982; Hare & Cress, 1997; Hare ef al., 1998).

O acumulo de arginina, também ¢ observado em citros sob deficiéncia hidrica e
estresses minerais (Rabe & Lovatt ,1986; Lovatt er al, 1992). Lovatt (1986), notou que
qualquer tipo de estresse que causa a reducio de glicose ou diminuicio no crescimento leva ao
acumulo de amdnia, induzindo um aumento na sintese de arginina para sua detoxificacéo.
Contudo, ndo foi observada alteragfio no contetido de aménia neste estudo, o que pode ndo ter
ocorrido devido a maior formacéio de arginina. Observa-se que o actmulo de amdnia em citros
sob situacdes de estresse encontrado por Lovatt ef al. (1992) foi verificado apenas sob adigiio

de uréia em aplicacdo foliar.
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Dunn et al. (1998) sugeriram, que sob condicdes de estresse, o maior dreno de carbono
para as sinteses de arginina em citros poderia diminuir as sinteses de aminoécidos aromaticos
importantes para a sintese de compostos de defesa da planta, contudo, foi observado aumento
de fenilalanina nas plantas sob deficiéncia hidrica (tabela 1). Este aumento de fenilalanina
também foi observado em tomateiros por Rhodes ez al. (1986). Como Dumn et al. (1998) nfo
mediram a concentracdc de aminodcidos aromdticos, pode ser que as menores concentragdes
de compostos fendlicas encontradas estivessem relacionada & deficiéncia na atividade da
enzima PAL e ndo & falta de substrato.

O acimulo de alanina tem origem na degradagdo do glutamato e esta relacionado com
¢ metaboiismo dindmico de aminoacidos em situagdes de estresse e sua grande demanda para
sintese protéica (Rhodes et al. 1986).

Houve decréscimo na concentracdo de glutamato, serina em ambos os tratamentos sob
estresse ¢ de metionina em interagio com os tratamentos. O menor acumulo de glutamato
pode estar relacionada ao seu papel nas reagbes de sintese de varios aminoicidos que
aumentaram como prolina, arginina e alanina. O glutamato também participa das
transaminagdes que ocorrem na sintese de alanina e aspartato e serina (Lehninger ef al., 1993).

A semelhanca na proporgio de aminoécidos entre plantas sadias e doentes sugere que o
metabolismo nitrogenado néo foi alterado em func¢8o da presenga de X. fastidiosa nos tecidos.

Uma hipétese para explicar a semelthanga no contetido ¢ proporgdo de aminodcidos,
seria que a recuperagio do ‘¥, durante a noite em plantas com CVC (capitulo 1) nfio permitiria
tempo suficiente de estresse para que houvesse alteragfes na concentragio de aminoacidos
livres. Também € possivel que apesar da queda de 35% em A encontrados nas plantas com

CVC, houve disponibilidade de substrato para a assimilagio da aménia.
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Gutra hipOtese seria que, as alteragdes no metabolismo nitrogenado e na composicic
de aminodcidos das plantas sob estresse tenham origem no proprio sistema radicular. Quando
o sistema radicular estd sob estresse, ocorre aumento producic de ABA, que € responsével
pela ativaciio de diversos genes (genes responsivos ao ABA ou ABRE) e pela regulagdo de
diversos processos de adaptacio da planta 3 desidrata¢fic (Ingram & Bartels, 1996). Contudo,
a queda de ¥, durante o dia nas folhas com CVC, nfo corresponde ao declinio no estado de
hidratacdo do sistema radicular ou a diminui¢cdo da umidade do substrato (capitulo 1). Assim.
¢ possivel que nfo tenha ocorrido acimulo de ABA. Corroborando com esta hipétese, Gomes,
{2001y nfo observou alteragdes no contelido de ABA em plantas com CVC irrigadas com
relacfo as plantas sadias, mesmo sob diminuicio do WV,.

A semelhanga no conteddo e proporgdo de aminoacidos também pode relacionar-se com
a menor taxa de absor¢do de nitrogénio em plantas com CVC, que poderia ter impedido a
ocorréncia de acumulo de aminoacidos livres. Esta menor absor¢do em plantas com CVC pode
relacionar-se 4 baixa condutividade do sistema vascular e menor & (Syvertsen & Graham,
1985). Ou seja, se a absor¢do e fluxo de nitrogénio sfc mantidos proporcionalmente a
condutividade hidraulica do sistema vascular, nfio havendo limita¢Oes para a assimilacéo, ¢
possivel que ndo ocorra aciimulos de amodnia, arginina e prolina. Portaﬁto, estudos sobre ¢
fluxo de nitrogénio em plantas sadias e doentes poderiam dar esclarecimento adicionais sobre

o metabolismo nitrogenado das plantas com CVC.

3.3.4. COMPOSTOS FENOLICOS
Embora o estado energético da planta possa afetar a sintese de compostos fendlicos
(Herrmann, 1995), a reducfio em 4 ¢ 0 menor contetdo de carboidratos soliveis nas plantas

com CVC ndo interferiram na concentraciio de compostos fenodlicos totais neste experimento
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(fig.7). Contudo, Martins er al (1999) encontraram aumentc na concentragdo destes
compostos fendlicos em plantas com CVC apds com aproximadamente 10 anos de infecgdo.
Ora, se as plantas com CVC apresentam reduzida eficiéncia fotossintética, ¢ ocorre uma
diminuicio do seu estado energético ao longo do tempo, a maior sintese de compostos pode
ser uma resposta de defesa a infecgfio, independente de uma maior disponibilidade de
substrato para a sua sintese. Por outro lado, se ndo houve aumento na concentragio desses
compostes neste experimento, quando as plantas estavam manifestando os primeiros sintomas,
¢ provavel que haja influéneia do tempo de infecglio para que ocorram as alteragdes

observadas por Martins 7 af. (1999).

Fenois totais, mg/g MS

Tratamento

Figura 7. Concentragio de compostos fendlicos totais equivalentes ao 4cido fénico medido
em folhas de laranjeira ‘Péra’ sadias e com CVC e submetidas a deficiéneia hidrica (DH).
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As reacles de defesa dos citros podem se manifestar rapidamente apos a inoculagdo de
patdgenos. Aumento na concentragfo de escoparone de 20 para 450 ug/g de massa fresca foi
observado em raizes de algumas de espécies tolerantes a Phyrophthora citrophthora apos 4
dias da inoculagdo do patdgeno (Afek & Sztejnberg, 1988). A concentragdo de oufra
fitoalexina, a umbeliferona {7-hidroxicumarina), aumentou cerca de 10 vezes em quatro dias
apos a meculagdo com Penicillium digitatum na casca de frutos citricos verdes. Também néo
houve modifica¢Bes na concentragdo de escoparone nem no contetido dos outros dois fendis
analisados nas plantas com CVC com ou sem deficiéncia hidrica (fig. 8). O actmulo rapido de
fitoalexinas, em resposta ao ataque do patdgeno, depende da presenga de bioelicitores que sdo
reconhecidos pelas células do hospedeiro por receptores protéicos na membrana plasmética.
Estes receptores comandam vdrias respostas que resultam na ativacfio de genes relacionados a
sintese de compostos fendlicos (Hammond-Kosack & Jones, 1996). Como nfio houve resposta
nesse experimento para acumulo de compostos fendlicos, podemos sugerir que na relagio
entre X. fastidiosa e laranjeiras ndo houve a indugfo para este tipo de respostas de defesa.

O acimulo de fenodis encontrado por Martins ef al. (1999) pode ento se relacionar ao
longo periodo de desenvolvimento da doenga e neste caso, pode ter ocorrido em resposta as
injurias provocadas pela bactéria ao longo do tempo de infecgfio. Este acumulo € importante e,
mesmo que tardio, pode reduzir o avango da doenca (Alfano & Collmer 1995; Dixon & Paiva,
1995).

Diversos compostos fendlicos como o acido p-cumarico, acido caféico, 4cido
clorogénico e salicilico s3o inibidores da abertura estomatica em Commelina communis
(Plumbe & Willmer, 1986). A manuten¢@o no perfil de fendis das plantas com CVC sugere
que, a menor condutdncia estomdtica em plantas doentes (Fig. 5) ndo possui relagio com
actmulo de fendis.
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Figura 8. Concentracio de diferentes compostos fendlicos medidos em HPLC em folhas de
laranjeira 'Péra’ sadias e com CVC e submetidas a deficiéncia hidrica (DH).
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3.3.5. ATIVIDADE DE PEROXIDASES

Em plantas com CVC a atividade da peroxidase foi semelhante a das plantas sadias.
Também nfio houve interferéncia da deficiéneia hidrica (fig. 9). Os perfis eletroforéticos de
izoenzimas também foram semelhantes e coerentes com o estudo de Vallejos (1993) que
encontrou apenas apenas uma izoenzima nos tecidos foliares de citros (figs. 10 e 11).

Como a atividade dessa enzima esta relacionada com a sintese de compostos fenélicos
e produgfo de ligninas (Vera-Estrella er al., 1992; Baker & Orlandi, 1995; Bolwell ef al,
1995), os resultados foram coerentes com aqueles obtidos com os compostos fendlicos onde
também nfic houve incremento na suas sinteses. O mesmo posicionamento das bandas
protéicas no gel obtidas nas rea¢les com seringaldazina e guaiacol sugere que as izoenzimas
estejam relacionadas com o processo de lignificaglo natural da planta, funcionando como
seringaldazinas oxidases (Goldberg ef gl., 1983; Catesson, 1992).

O aumento de peroxidases também se d4 em fun¢do de injlrias nos tecidos. Danos na
membrana plasmatica, resultantes da ruptura mecénica ou por agdo proteolitica, ativam as
peroxidases que estio nas membranas (Baker & Orlandi, 1995). A fig. 9 mostra que na
presencga de sintomas de CVC, ha aumento na atividade da peroxidase e pode estar relaciona
as injirias nos tecidos resultantes da infec¢fio. Queiroz-Voltan & Paradela Filho (1999)
observaram a destrui¢8o de cloroplastos nas regides clordticas das plantas com CVC. Estas
lesdes podem vir a ocorrer com o proprio estado de desidratagio que as folhas das plantas
doentes sdo submetidas pelo entupimento do sistema vascular. A intensificacfo do estresse
poderia concentrar ions, cristalizar enzimas, promover desaclopamento de membranas e

destruicdo de organelas (Kaiser, 1987; Chaves, 1991).
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Figura 9. Atividade de peroxidase medida em fothas de laranjeira Péra’ sadia e com
CVC, sem sintomas (CVC) e com sintomas (S) e submetidas a deficiéncia hidrica
(DH).
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Figura 10. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 12%, para a identificagio de
isoenzimas de peroxidases em folhas de laranjeiras "Péra’ sadias (S) e com CVC (D) tendo
como substrato o guaiacol.

e il i

Figura 11. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida a 12%, para a identificagio de
isoenzimas de peroxidases em folhas de laranjeiras Péra’ sadias (S) e com CVC (D) tendo
como substrato a seringaldazina.
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Assim, o aumento na atividade de peroxidase encontrada em plantas com CVC por
Martins et al. (1999) pode estar relacionado ao estigio de infecg@o que a planta se encontrava,
embora, mesmo que tardio, seja uma importante reagdo de defesa para conter o avango da
colonizac@o da bactéria neste estagio de infeccio. A aplicagfio do estresse reduziu a atividade
de peroxidase em folhas com simtomas (fig. 9), devido a menor sintese de proteinas em plantas
submetidas ao estresse (Paleg & Aspinall, 1981, Rabe, 1990). Isto pode reduzir a eficicia de
blogueio ao desenvolvimento do patdégeno tornando a planta mais vulneravel.

Muitas vezes, o desenvolvimento dos sintomas devido a X, fastidiosa esta condicionado
4 presengas de estresses adicionais e a tolerincia de algumas espécies ¢ cultivares relacionada
a anatomia do xilema e a capacidade de suportar a perda de parte dos tecidos obstruidos pela
colonizag8o sistémica (Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996). Estirpes da bactéria tém
desenvolvido patogenicidade maior em certas plantas, devido 4 sua maior capacidade de
multiplicaciio e colonizagfio da bactéria nos xilema (Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996,
Leite ef al., 2001).

Desta forma, uma redugfio na atividade de peroxidase sob situacéo de estresse pode
facilitar a maior colonizacio dos tecidos ¢ agravar a severidade da doenga. Outras enzimas
relacionadas aos compostos de defesa também tiveram a atividade diminuida sob deficiéncia
hidrica como, por exemplo, a queda na atividade de PAL observada por Durm et af. (1998).
Estes dados corroboram a hipotese de Boyer (1995), que atribuiu a maior susceptibilidade das
plantas sob estresse a menor sintese de compostos de defesa. Isto também poderia justificar
em parte o maior desenvolvimento da doenga em locais de maior ocorréncia da deficiéncia
hidrica no Estado de S&c Paulo, ou os resultados abordados do capitule [, em relagdio ao

desenvolvimento da CVC nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica.
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3.4. CONCLUSOES

A composicdo dos agtlicares soliveis, aminoacidos livres, fendis e a aiividade de
peroxidases em fothas de laranjeiras Péra’ com CVC nfio foram afetadas até os 9 meses apos
a infec¢io com X. fastidiosa. No entanto, a taxa de assimilagdo de CO,, a transpiragio e a
condutancia estomatica foram significativamente alteradas, sofrendo quedas relacionadas com
0 desbalango das relagdes hidricas nas plantas com CVC. Tais resultados indicam que o héabito
da bactéria colonizar o xilema, causando desbalango hidrico é o principal fator de
patogenicidade da X. fastidiosa.

A deficiéneia hidrica interferiu na atividade de peroxidases, somente em laranjeiras
‘Péra’ com sintomas de CVC. Assim a ocorréncia de deficiéncia hidrica pode prejudicar os
mecanismos de defesa da plantas, justificando o maior desenvolvimento da doenca quando as

plantas sdo submetidas a deficiéncia hidrica.
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