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Cobre, manganés e zinco afetam o estado nutricional, tolerancia e resiténcia de plantas
com HLB?

RESUMO

A ocorréncia do huanglongbing (HLB, ex-greening) nos citros tem provocado prejuizos ao
setor devido a sua severidade e a falta de um controle conhecido. A doenca € causada por uma
bactéria restrita ao floema (‘ Candidatus Liberibacter’ spp.) e leva & morte econémica da
planta. Aplicagdes de nutrientes via foliar e recentemente via solo, tém sido empregadas na
tentativa de amenizar os efeitos da doenca na planta, uma vez que reduziriam direta ou
indiretamente a concentracdo do patégeno na planta. Neste contexto, o presente trabaho
estudou o crescimento de mudas da laranjeira Péra sobre limdo Cravo, infectadas com ‘Ca.
Liberibacter asiaticus (Las) ou mantidas sadias. As plantas foram supridas via foliar (Cu =
800 mg L™, Mn =500 mg L™ e Zn = 750 mg L™) e via substrato (Cu = 1150 mg L™, Mn =
700 mg L™* e Zn = 1000 mg L™) com solucdes contendo hidréxido de cobre, sulfato de
manganés e/ou sulfato de zinco. As aplicagdes ocorreram em intervalos de 30 dias em um
periodo de 12 meses e os efeitos dos tratamentos avaliados aos 180, 270 e 360 dias apés a
inoculacdo (DAI) com Las. Foram avaliados o estado nutricional das plantas com base nos
teores de nutriente nas folhas e no extrato de seiva, aém de producdo de massa de matéria
seca de folhas, ramos e raizes, &rea foliar, peso especifico foliar, clorofila total e da
concentracdo da bactéria nas folhas por PCR. Utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado seguido da comparacéo de médias e de contrastes. As plantas doentes produziram
menor quantidade de massa de matéria seca total e de raizes em relacdo as sadias, 0 que ndo
ocorreu com a massa de matéria seca das folhas. Sintomas visuais pouco severos da doenca
foram manifestados nas folhas apenas ao fina do estudo, embora tenha sido detectado
aumento do peso especifico das folhas das plantas doentes comparado aquel as sadias. Embora
as aplicagbes dos micronutrientes tenham afetado o estado nutricional das plantas, néo
contribuiram para maior tolerncia ou resisténcia dessas ao HLB, uma vez que o titulo da
bactéria aumentou nos trés periodos analisados durante o experimento. Os tratamentos que
receberam cobre causaram prejuizos ao metabolismo do nitrogénio, visto que menores teores
do nutriente foram observados tanto nas folhas quanto no extrato de seiva das plantas doentes
ou sadias.

Palavr as chave: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus', ex-greening, huanglongbing,
micronutrientes, PCR.



Copper, manganese and zinc affect the nutritional status, tolerance and resistance of hlb
infected plants?

ABSTRACT

The occurrence of Huanglongbing (HLB, ex greening) in citrus has caused significant losses
to the sector because of the severity of the disease and the lack of control. The causal agent of
HLB is a bacterium restricted to the phloem (Candidatus Liberibacter spp.) that causes
economic death of the plant. Spray of nutrients to the leaves and more recently the application
to the soil, have been employed in an attempt to mitigate the effects of the disease on the
plant, since these strategies would reduce directly or indirectly the concentration of the
pathogen in infected plant. In this context, this study evaluated the growth of young sweet
orange trees infected with 'Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) by over-grafting and
healthy ones. Plants were supplied with foliar applications (Cu =800 mg L™, Mn =500 mg L™
and Zn = 750 mg L) and applications via substrate (Cu = 1150 mg L™, Mn = 700 mg L™ and
Zn = 1000 mg L™) with solutions containing copper hydroxide, manganese sulphate and / or
zinc sulphate. The nutrient applications were at intervals of 30 daysin a period of 12 months,
and the treatments effects were evaluated at 180, 270 and 360 days after inoculation (DAI)
with Las. The nutritional status of plants was evaluated based on the nutrient content of the
leaves and sap, aso the production of dry matter of leaves, branches and roots, leaf area,
specific leaf weight, chlorophyll content and concentration of bacteria in the leaves by PCR.
We applied the analysis of variance pair-wised compared or within ortogona contrasts.
Diseased plants produced lower amount of total dry mass and root compared to healthy ones,
which did not occur with the dry mass of leaves. Little severe visual symptoms of the disease
were only manifested in the leaves at the end of the study, although increased specific weight
of the leaves of diseased plants compared to those healthy were detected. Although the
applications of micronutrients have affected the nutritional status of plants, there is no
contribution to increased tolerance or resistance to HLB, since the concentration of the
bacteria increased in the three periods evaluated during the experiment. Treatments receiving
copper lead to losses on the nitrogen, whereas lower levels of the nutrient were observed both

in leaves and in the sap of healthy or diseased plants.

Key words. ‘Candidatus Liberibacter agaticus, ex-greening, huanglongbing,

micronutrientes, PCR.



1INTRODUCAO

A citricultura € uma das atividades agricolas de importancia econémica e social para o
Brasil (NEVES et al., 2010), mas para manutencdo de sua atual posi¢éo na pauta econémica
do pais, requer incrementos na eficiéncia da cadeia produtiva. Contudo, a ocorréncia do
huanglongbing (HLB, ex-greening), doenga recentemente constatada na citriculturabrasileira,
tem causado Sérios prejuizos ao setor devido a sua severidade e a dificuldade de controle nos
pomares (BOVE & AYRES, 2007; GOTTWALD et al., 2007; BASSANEZI et al., 2009).
Como provavel consequéncia do curto periodo de co-evolucdo entre 0 hospedeiro e o agente
associado a esta doenca ndo existem variedades de citros resistentes (HALBERTT &
MANJUNATH, 2004; GOTTWALD, 2010).

O agente causal do HLB é uma bactéria restrita ao floema (‘ Candidatus Liberibacter’
spp.) que causa disfuncdo dos vasos pela deposicdo de caloses e producdo de proteinas de
defesa das plantas que blogueiam o tecido infectado, preudicando o transporte de
carboidratos na planta, crescimento e funcionamento das raizes, levando a sua morte
econdmica (BOVE, 2006; ACHOR et al., 2010; FAN et al., 2010). Destaca-se que 0 excesso
de amido acumulado nas folhas dos citros afetados pelo HLB causa a disfuncdo de
cloroplastos, perda de clorofila e amarelecimento do tecido vegeta (BONDADA &
SYVERTSEN, 2005; FOLIMONOVA & ACHOR, 2010), o que é associado a0
mosgueamento assimétrico e a deformacdo da lamina foliar e queda prematura de folhas
caracteristicos da doenca, que se assemel ha a sintomas de desordens nutricionais na planta (da
GRACA, 1991; BOVE, 2006).

No Estado de S&o Paulo duas espécies de Liberibacter estdo associadas com o HLB,
Ca. L. agaticus (Las) e Ca. L. americanus (Lam), sendo a primeira prevalente a segunda
(GOTTWALD, 2010). Ambas as espécies de Liberibacter sdo transmitidas pelo psilideo-
asié@tico-dos-citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae) (YAMAMOTO et dl.,
2006). A aquisicdo de Las pode ocorrer tanto por ninfas como por adultos de D. citri, e uma
vez infectado o psilideo retém a bactéria por toda sua vida (XU et al., 1988; HUNG et al.,
2004). O diagnéstico/identificacdo precoce e a erradicacéo de plantas afetadas, bem como o
controle do inseto vetor tém-se apresentado como medidas mais eficientes para reducdo do
in6culo no pomar e manutencéo da producdo de frutos (BELASQUE Jr. et d., 2009).



Por outro lado, estratégias como a aplicacdo de nutrientes via foliar e via solo, como
forma de suprir a demanda da planta ndo atendida pelas raizes e o uso de outras substancias,
denominadas eliciadores, que possam induzir a sinalizacdo e a expressdo da resisténcia
sistémica adquirida (SAR, do inglés: Systemic Acquired Resistance) das plantas ao HLB, tém
sido empregados em pomares da Horida (EUA) (MATTOS Jr. et al., 2010). Isso permitiriaa
planta tolerar os efeitos da doenca causados pela reduzida distribuicdo de carboidratos das
folhas para as raizes e consequentemente melhorar a absor¢édo de agua e nutrientes, o que
sustentaria a planta infectada por um periodo de tempo superior quando comparadas aquelas
ndo adequadamente manegjadas, 0 que depende de fatores como tamanho e vigor da érvore.
Essas acdes vém de encontro a demanda do setor para manutencdo da atividade citricola, uma
vez que, embora se pleiteie a producdo de plantas resistentes/tolerantes ao HLB obtidas por
transgenia, além de outros processos com base em ferramentas moleculares, a expectativa de
sucesso, bem como autorizagGes de uso e aceitacdo dos consumidores sdo esperadas apenas
em longo prazo.

Estudos da eficiéncia das aplicactes foliares de nutrientes para aumentar o suprimento
e minimizar os prejuizos causados pelo HLB ao sistema radicular e, consequentemente, ao
transporte de &gua e nutrientes para a parte aérea das plantas foram propostos (AREVALO et
al., 2009; SPANN et al., 2010). Nesse caso, postulou-se que as plantas afetadas pelo HLB e
supridas com 0s nutrientes recuperam em parte a capacidade de crescimento vegetativo e
producdo de frutos, o que talvez possa ser economicamente viavel. Outra hipétese € que esses
nutrientes e outras substéncias como o acido salicilico (SA, do inglés: Salicylic Acid),
carboidratos, acidos graxos e proteinas poderiam induzir a producdo de substancias que
sinalizam as respostas de resisténcia da planta as doencas. Essas substancias chamadas
eliciadores, atuam na inducdo da SAR e agem principalmente na reducdo da severidade dos
sintomas causados pelas doencas, como observado na inducéo da producdo de fitoalexinas
pelo SA e nareducdo da severidade dos sintomas do cancro citrico (Xanthomonas citri subsp.
citri) em folhas de citros (DARVILL & ALBERSHEIM, 1984; MATTOS Jr. et a., 2010).
Verifica-se ainda que os nutrientes minerais podem afetar direta ou indiretamente a sanidade
das plantas, cujas interacfes se ddo pela ateracdo da suscetibilidade do tecido vegetal ao
ataque por insetos e a infeccdo por patdgenos, ou pela alteracéo de caracteristicas quimicas do
sistema solo-planta que afetam a sobrevivéncia e a atividade desses individuos
(MARSCHNER, 1995; DIETRICH et a., 2004; DATNOFF et al., 2007; DORDAS, 2008).

No caso dos micronutrientes, respostas em varias culturas foram observadas e

relacionadas a processos fisiolégicos e bioquimicos com consequente predisposicdo das



plantas a0 ataque de patdgenos quando deficientes, pelo estimulo da defesa natural do
hospedeiro ou pelo efeito direto sobre o patégeno (TIMMER & ZITKO, 1995; DORDAS,
2008). O suprimento crescente de zinco (Zn), manganés (Mn) ou cobre (Cu), por exemplo,
proporcionou menores populagbes de Xylella fastidiosa em plantas de videira gquando
comparado agquel as crescidas em solucéo de Hoagland ou agua (BRADY et al., 2010).
Entretanto, as informacgdes disponiveis na literatura acerca do manejo nutricional em
pomares de citros ainda ndo possuem fundamento cientifico consolidado para seu emprego
como ferramenta que contribua para o controle do HLB. Assim, se justifica a necessidade de
novos conhecimentos sobre o tema, uma vez que a falta de informacgdo pode induzir erros
estratégicos no mango da doenca em nossas condi¢es, onde plantas infectadas, cujos
sintomas possam ser parcialmente suprimidos pelo fornecimento de nutrientes, poderiam atuar
como fontes de Ca. Liberibacter, contribuindo com a maior dispersao do patdgeno pelo vetor.
Baseado nessa necessidade, o trabalho desenvolvido teve como objetivo a avaliacdo do
crescimento e da evolugdo do titulo da bactéria em plantas de citros em fungdo do suprimento
de Cu, Mn e Zn e também o estabelecimento de correlagdes entre os teores de nutrientes nas

folhas e na seiva de plantas de citros e o aparecimento dos sintomas do HLB.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil se destaca mundialmente como um dos maiores produtores de frutas citricas e
0 maior exportador de suco de laranja (FAO, 2012), tendo o Estado de S&o Paulo como o
principal produtor nacional com 80% do tota interno e responsavel por mais de 50% das
exportagdes mundiais de suco concentrado.

Como toda producdo agricola, a citricultura esta sujeita a ocorréncia de problemas
fitossanitérios que determinam importantes perdas em toda a cadeia de seu agronegdcio.
Somente nesta Ultima década, quatro doencas foram responsaveis pela erradicacéo de cerca de
40 milhdes de arvores do pargue citricola de Sdo Paulo e do Tridngulo Mineiro: @) o cancro
citrico, doenca introduzida no pais em 1957, de grande relevancia no Estado de Séo Paulo nos
anos de 1990, e que hoje mostra maior incidéncia nos pomares do Estado, b) a clorose
variegada dos citros (CVC), constatada em 1987, € uma doenca bacteriana que afeta o xilema
e maior causadora de perdas na citricultura até os dias de hoje, c) a morte stibita dos citros
(MSC), relatada em 1999 e de causa ainda desconhecida, sendo de répida expressdo e de
grande importancia nas regibes Norte e Nordeste do Estado de Sdo Paulo, d) mais



recentemente, o HLB, doenca que afeta o floema das plantas, responsavel pela erradicacéo de
cerca de 22 milhdes de &rvores citricas desde seu primeiro relato no Brasil em 2004
(FUNDECITRUS, 2013).

O HLB é causado por bactérias Gram negativas da classe das apha proteobacterias
restritas ao floema e atualmente € a mais séria doenca ligada a citricultura no mundo. Trés
agentes etiol 6gicos sdo associados ao HLB: 'Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) (Asia,
América Central, Estados Unidos, Argentina e Brasil), 'Candidatus Liberibacter americanus
(Lam) (Brasil) e 'Candidatus Liberibacter africanus (Laf) (Africa) (COLETTA-FILHO &
CARLOS, 2005; CARY et al., 2013). No Brasil a bactéria Las foi detectada pela primeira vez
no estado de Sdo Paulo e dentre os dois agentes etiolgicos da doenca presentes no pais, €
responsavel pelos maiores danos aos pomares (TEIXEIRA et al., 2005; COLETTA-FILHO et
al., 2005; BOVE, 2006).

No ano de sua deteccdo no Brasil, foi estimado que 3,4% dos talhGes no parque
citricola do Estado de S&o Paulo estavam infectados com a doenga. Em 2007, 2008 e 2009
guando outros levantamentos da sua ocorréncia foram feitos, os dados mostraram aumento na
incidéncia de pomares infectados de 12,9%, 18,7% e 24,2% respectivamente (BELASQUE Jr.
et a., 2010). Jaem 2012, o Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS) mostrou que a
doenca atingia 6,9% das arvores do parque citricola e que cerca de 64% dos talhdes em
producdo tinham ao menos uma arvore infectada.

Na Hérida (EUA), segundo maior produtor mundial de citros, a doenca foi detectada
no ano de 2005 e, em 2008, todos os condados produtores ja apresentavam arvores infectadas.
Estima-se que nos anos de 2010/2011, 43,3% das &rvores de todo o Estado estavam com a
bactéria (TIMMER et a., 2011).

A bactéria é transmitida por duas espécies de insetos vetores (psilideos): Diaphorina
citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), responsével pela disseminacdo da doenca na Asia e
nas Ameéricas (Lam e Las) e Trioza erytreae del Guercio (Hemiptera: Triozidag), vetor da
bactéria Laf no continente africano. O vetor pode transmitir a doenca a partir do quarto e
guinto instares, e uma vez adquirida, os adultos formados a partir destas ninfas se mantém
infectivos por toda vida, ja que a bactéria pode se multiplicar no vetor (XU et al., 1988).

A aguisicéo de Las por adultos pode superar 80% de eficiéncia (INOUE et al., 2009).
PELZ-STELINSKI et al. (2010) obtiveram eficiéncia ao redor de 40% e transmissdo variando
de 3 a 7%, enquanto INOUE et al. (2009) ndo obtiveram sucesso na transmissdo por adultos,
0 gue demonstra que apesar da razoavel eficiéncia na aquisicdo da bactéria por insetos

adultos, a transmissdo neste estédio de desenvolvimento é pouco eficiente. Um fator



importante para a aquisicao € o tempo gue o inseto permanece se alimentando na planta fonte
e, além deste, a fisiologia da planta e do inseto podem influenciar nesta eficiéncia, como
também a distribuicdo irregular da bactéria na planta (PELZ-STELINSKI et al., 2010).
Embora psilideos viruliferos que tenham adquirido Las quando adultos ndo tenham eficiéncia
assegurada na transmissdo, podem perpetuar a bactéria no ambiente uma vez que machos
infectados podem transmitir Las para a fémea durante o acasalamento (MANN et al., 2011), e
a transmissdo vertical da fémea para a prole também foi comprovada (PELZ-STELINSKI et
a., 2010). Destaca-se que as ninfas de quarto e quinto instares adquirem e transmitem a
bactéria com maior eficiéncia que os insetos adultos (INOUE et al., 2009).

Os niveis populacionais do vetor estdo relacionados a emissdo de novos fluxos
vegetativos pelas plantas, uma vez que as fémeas colocam ovos exclusivamente em tecidos
mai s Novos e as ninfas se desenvolvem neles até o estégio adulto (HALL et al., 2008).

A doenca induz o aparecimento de sintomas de clorose nas folhas que podem se
assemelhar aqueles de algumas desordens nutricionais, como no caso de deficiéncia de Zn,
mas ndo apresentam o padréo simétrico na planta e a uniformidade de ocorréncia nas érvores
de um pomar, como no caso dessas deficiéncias. Outros sintomas sd0 mais caracteristicos
como 0 mosqueado amarelo de padréo assimétrico nas folhas, queda excessiva de folhas e
frutos, estes deformados com columela assimétrica, de coloragéo desuniforme e com sementes
abortadas, além da reducdo da qualidade do suco (da GRACA, 1991; GOTTWALD et 4.,
2007; BASSANEZI et a., 2009, 2011). Estes sintomas podem ndo se manifestar
simultaneamente e mesmo serem mascarados pela presenca de outras doencas ou deficiéncias
nutricionais (BOVE, 2006). Diferentes variedades/espécies de citros apresentam sintomas
digtintos, que também variam em condic¢des de campo e de casa de vegetacdo, podendo ainda
ocorrer em pontos i solados na copa das arvores (FOLIMONOVA et al., 2009).

Alguns sintomas mais avancados estdo relacionados ao acimulo de amido nas folhas,
0 gue causa o rompimento das membranas dos tilacdides devido a compressao exercida nestas
estruturas. Este rompimento é responsavel pelo aparecimento da clorose nas folhas (ACHOR
et a., 2010). Também é observado o menor tamanho do fluxo secundéario de folhas, aém de
nervuras encorticadas.

Em nivel celular, ocorre o colapso de grande parte dos elementos dos tubos crivados e
das células companheiras em plantas infectadas (FOLIMONOVA & ACHOR, 2010), e os
poros dos vasos do floema que ndo sofreram esses danos, permanecem obstruidos por calose e
p-proteina, compostos produzidos pela planta em resposta a infeccdo pela bactéria (KOH et
al., 2012). Essa barreira fisica promove diminuicdo e até mesmo a cessdo do transporte de



fotoassimilados produzidos nas folhas para o resto da planta, 0 que pregjudica diretamente no
crescimento de sistema radicular e resulta na reducéo da capacidade de absorcdo de nutrientes
pelas raizes, culminando com o menor aporte de nutrientes para a parte aérea da planta.

Até o presente momento ndo existem formas curativas de controle conhecidas e nem
mesmo variedades citricas resistentes ao HLB (FOLIMONOVA et al., 2009)

Algumas caracteristicas como a rapida evolucdo da doenca entre as plantas e entre as
regides de cultivo, o longo periodo de incubagdo, a presenca de multiplas infeccles latentes, a
capacidade de transmissdo do vetor em seus diferentes estédgios de desenvolvimento e a
propria natureza da doenca fazem com que a sua erradicacdo seja dificil e seu controle
represente um grande desafio a citricultura (GOTTWALD, 2010).

Prevenir a infeccdo das plantas € atuamente a principal forma de controle do HLB
(BELASQUE Jr. et d., 2009), e a maneira como isso é feito principalmente no Brasil, é
através de um programa de manejo baseado em trés componentes principais. a) controle
guimico intenso do vetor, b) producdo e plantio de mudas sadias e c) inspecdo e erradicacdo
de plantas doentes, estas duas Ultimas reguladas pela Instrucdo Normativa nimero 53 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de 16 outubro de 2008 (MAPA, 2008),
gue dita algumas acles a serem tomadas, como a eliminacdo de pomares com incidéncia
maior de 28% de plantas sintomaticas, e obriga a realizacdo de ao menos quatro inspecdes por
ano paraaidentificacéo e eliminagdo de plantas detectadas com HLB.

Somam-se ainda aos esforgos de controle da doenca, 0 desenvolvimento de variedades
gue segjam resistentes a infeccdo — grande foco da pesguisa atualmente; e a tentativa de se
estabelecer um manejo nutriciona €ficiente. O enfoque desse mangjo € principalmente a
manutencao das areas com niveis de producdo economicamente aceitaveis.

Mesmo sendo considerado como a alternativa mais eficiente para reduzir a velocidade
de disseminacdo da doenca, o manejo tradicional baseado na inspecéo, remocdo de plantas
doentes, replantio com mudas sadias e controle intensivo do psilideo, tem sido aos poucos
abandonado, principalmente por produtores na Foérida, e substituido por um manejo
nutricional diferenciado, que utiliza aém dos nutrientes ja conhecidos e recomendados para a
cultura dos citros, outras substéncias como o SA e o fosfito. Apesar da crescente adesdo a esse
tipo de mangjo diferenciado, os resultados de seu uso ainda sdo pouco conhecidos (SPANN et
al., 2011).

Em pomares da Haérida onde o mangjo tradicional foi mantido, as taxas de infeccéo
ficaram abaixo de 2% ao ano, mas apesar desses dados, produtores tém se afastado desse tipo

de manejo devido ao tempo relativamente longo, entre dois e trés anos, para se observar



algum controle da epidemia (IREY et al., 2011). A maioria dos produtores daguele Estado
tem adotado o manejo nutricional diferenciado, constituido por um programa de nutricdo com
aplicacOes viafoliar e via solo, manutencédo do controle do inseto vetor para conter ainfecgéo
vinda de pomares vizinhos e na maioria dos casos 0 nao replantio, ja que pela alta
porcentagem de infeccdo dos pomares, a introducdo de plantas novas € economicamente
pouco Viavel, pois estas plantas sucumbem mais rpido a doenca que as plantas mais velhas
(TIMMER et a., 2011). Tem-se nessa forma de manejo, segundo observacdes de campo feitas
na maioria das vezes pelos produtores, uma melhora no aspecto visual da planta, que retoma
em parte seu crescimento e assim, ocorre uma reducdo de alguns dos sintomas. Contudo,
melhora pode ser confundida com a diferente expresséo da severidade da doenca ao longo do
ano, umavez que nos periodos de menor crescimento da planta a distribui¢cdo da bactéria pode
ser mais uniforme, e nessas condicdes, que correspondem as encontradas no segundo semestre
do ano no Estado de S&o Paulo, tanto os sintomas quanto as concentracdes da bactéria nos
tecidos sdo acentuados.

O mangjo nutricional, mesmo quando aliado a outras praticas culturais como irrigacéo,
pode manter a produtividade do pomar por certo periodo de tempo, 0 que depende da
variedade utilizada, da idade das plantas, da populacdo de psilideos, entre outros fatores. No
entanto, ndo existem evidéncias de que esse tipo de mango possa se manter COmo meio
efetivo de manutencdo da producéo ou reducdo do progresso da doenca na planta a longo
prazo (X1A et al., 2011).

Outro ponto gque se destaca € que, nessas observacdes de melhoria as comparagdes das
producdes mantidas pelo manejo nutricional diferenciado sdo feitas entre plantas doentes e
ndo entre plantas doentes e sadias. Quando comparadas as plantas sadias, tanto a producéo por
planta quanto o tamanho dos frutos das plantas que recebem esse manejo sdo menores (IREY
et al., 2011). Ademais, além do custo elevado, pouco se conhece sobre as formulacdes dos
produtos destes pacotes nutricionais e as concentracoes dos i ngredi entes ativos presentes.

A0s poucos se observa o incremento no uso dessas formulagdes por citricultores
brasileiros. Os riscos da aceitacdo deste tipo de produto sdo enormes, visto que a nao
eliminacdo de plantas infectadas € a primeira etapa para a disseminacdo indiscriminada da
doenca, como ja ocorre na Florida (ROKA et al., 2009; TIMMER et a., 2011)

O grande problema das formulagdes supracitadas se deve a escassez de informagdes
acerca dos estudos sobre estes produtos e seus componentes, e apesar da observacéo de
aparente melhora do desenvolvimento vegetativo das plantas tratadas, ndo se tem evidéncias

de efeitos positivos deste manejo sobre o controle da doenca em campo (MATTOS Jr. et al.,



2010). Sdo esses efeitos, diretos ou indiretos, os quais se buscam compreender,
principa mente no que se refere ainteragdo entre nutrientes e o sistema planta-pat6geno-vetor.

As aplicacOes foliares de nutrientes, principalmente micronutrientes, que vem sendo
feitas na FHérida, amenizam os sintomas de deficiéncia provocados pela doenca, mas essas
aplicagbes ndo substituem o manejo tradicional, e servem apenas como um Ultimo recurso
para pomares com altos niveis de infeccdo (GILES, 2011). Destaca-se que o desbalanco
nutricional que ocorre nas arvores infectadas, comparado aguel as assintométicas ou sadias, €
associado principalmente a reducdo da concentracdo de varios nutrientes minerais nas folhas
(MALAVOLTA et al., 2005; SPANN et al., 2008), em resposta ao somatorio de prejuizos que
ocorrem. Por outro lado, os resultados do sequenciamento do genoma da bactéria (Las)
permitiram verificar genes associados a sistemas de absorcdo e sequestro de elementos
minerais como Zn e fosforo (P) nas células da planta (DUAN et a., 2009). Mais
recentemente, e embora ndo deva ser tratado como Unico evento que afetaria a recuperacéo
dos pomares afetados pelo HLB, ZHAO et a. (2013) demonstraram que as arvores doentes
sofrem de deficiéncia severa de P e que o suprimento do nutriente reduziu significativamente
sintomas do HLB e aumentou a producéo de frutos em um pomar na Horida no periodo de
trés anos do estudo.

A infeccdo por patégenos pode afetar a absorcdo, assimilacdo, transporte e utilizacdo
de nutrientes pela planta (MARSCHNER, 1995). Patdgenos podem ainda imobilizar
nutrientes na rizosfera ou em tecidos infectados, ou interferir no transporte de nutrientes pela
planta pela obstrucdo e por danos causados ao sistema de vasos condutores (DORDAS, 2008;
SPANN & SCHUMANN, 2009), e mesmo causar deficiéncia ou toxicidade pela utilizagcdo
dos nutrientes (HUBER & GRAHAM, 1999).

No contexto geral das relagdes planta-patdogeno, o efeito da recuperacdo do
crescimento vegetativo € uma das primeiras observacOes sobre os efeitos dos nutrientes
minerais na ocorréncia das doengas. Assim, essa recuperacao reduz a severidade de algumas
doencas em plantas deficientes quando nutridas adequadamente (DORDAS, 2008).

Apesar de ha muito serem conhecidas as fungdes fisiologicas dos nutrientes nas
plantas, o correto mangjo de sua aplicacdo para o controle de doencas ainda é pouco
compreendido, uma vez que a resposta da planta as doencas € Unica para cada complexo
planta-doenca (DORDAS, 2008).

Uma das justificativas para 0 uso de nutrientes no controle de doencas seria a de que
alguns deles podem contribuir para o desenvolvimento da resisténcia adquirida (SAR) das
plantas a doenca, funcionando como eliciadores (SPANN et al., 2010; GOTTWALD et d.,



2012), que sdo substancias de ocorréncia natural ou sintética que estimulam a resposta da
planta quando infectadas por patdgenos. Essa resisténcia de acordo com MARSCHNER
(1995), apesar de controlada geneticamente pode ser afetada por fatores ambientais, como no
caso do fornecimento de nutrientes.

A reducdo da severidade das doencas atribuida aos nutrientes, principalmente aos
micronutrientes, pode ser tanto devido ao seu efeito toxico direto sobre o patégeno quanto a
criagdo de condigBes que inibem seu crescimento, como Seu envolvimento em processos
fisiologicos e bioguimicos na planta (DORDAS, 2008) e na regulacdo de genes de
patogenicidade e viruléncia (FONES & PRESTON, 2012).

O fato de micronutrientes metalicos se comportarem como toxinas quando presentes
em excesso permite, desta forma, que possam ser usados como agentes protetores e
antimicrobianos na agricultura. Produtos com estes efeitos e baseados em micronutrientes ha
muito tempo sdo usados na agricultura para controlar doencas de plantas, a exemplo do Cu,
utilizado desde o século 19 como parte de um composto fungicida com efeito téxico direto
sobre mildio (Plasmopara viticola) em videira (RUSSELL, 2005), e que ainda hoje é uma das
poucas opg¢des conhecidas e liberadas para o controle de doencas bacterianas, como o cancro
citrico (Xanthomonas citri subsp. citri). Ainda diretamente, micronutrientes fazem parte de
compostos estruturais da planta, como lignina, um composto de parede celular que funciona
como barreira fisica a penetracdo de patdgenos e suas estruturas, e através do fortalecimento
de estruturas celulares, que impede que o contelido das células extravase e sirva de substrato
ao crescimento do patégeno (DORDAS, 2008).

De forma indireta, micronutrientes podem agir sobre os patdgenos devido a sua
inclusdo em metaloenzimas, como a superoxido dismutase (SOD). Durante a exposicdo a
estresses bidticos como a infeccdo da planta por patégenos, as plantas produzem altas
concentracOes de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem atuar como agentes
antimicrobianos. Essa producdo excessiva faz com que suas proprias defesas antioxidantes se
sobrecarreguem. Para evitar danos as proprias células, as plantas possuem enzimas
antioxidantes funcionais para retomar o controle dos niveis de EROs durante o estresse
(FONES & PRESTON, 2012). Dentre essas enzimas estdo as metaloenzimas SOD, que
existem em trés isoformas separadas por seus cofatores metdlicos. ferro (Fe), Mn e Cu/Zn
(WU et d., 2011).

Além do Cu anteriormente citado, Zn e Mn também apresentam efeitos de controle de
doencas relatados na literatura. O Zn € 0 mais toxico as bactérias e ao mesmo tempo tem

papel central em muitos processos metabdlicos referentes a patogenicidade e viruléncia destes



patégenos, ja que € necessario para a atividade de certas fitotoxinas bacterianas (DATNOFF
et a., 2007). Compostos de Zn tem efeitos de reducdo da concentracdo da bactéria
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria em pimenta (ADASKAVEG & HINE, 1985).
BRADY et al. (2010) mostraram o efeito de doses crescentes de Zn na reducéo dos niveis da
bactéria de xilema Xylella fagtidiosa em videiras. Em Thlaspi caerulescens (Cruciferag)
infectada com a bactéria patogénica Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm), nas plantas
tratadas com concentracfes progressivas de Zn, o crescimento da Psm e 0s sintomas na planta
foram significativamente reduzidos a medida que as concentragdes de Zn aumentaram
(FONES et a., 2010).

O papel do Mn no controle de doencas se d& principamente pela sua participacéo
direta no metabolismo de carboidratos ndo estruturais, nitrogénio e na formagdo de compostos
inibidores de crescimento do patdgeno como fendis e fitoalexinas, aém de compostos
formadores de barreiras fisicas como calose e lignina (DATNOFF et al., 2007). Respostas
tanto positivas quanto negativas foram relatadas para o uso de Mn no controle da bactéria
Xanthomonas oryzae pv. oryzae causadora da ferrugem bacteriana nas folhas do arroz
(PHILIP & DEVADATH, 1981, 1984). Ja efeitos de reducéo em doencas que afetam o xilema
e causam murcha, como no caso da murcha de fusarium (Fusarium spp.), foram relatados em
diversas culturas tratadas com Mn (DATONOFF, 2007).

Um aspecto comum aos pacotes nutricionais usados na Horida é que em sua
composicao estdo presentes micronutrientes, como o Cu, Mn e Zn. Esses micronutrientes ja
sd0 utilizados na citricultura brasileira junto as recomendagdes basicas de adubacdo para a
cultura (MATTOS Jr. et a., 2005), com o Cu principalmente aplicado de forma conjunta aos
Inseticidas para aproveitamento da operagéo, e 0 Mn e 0 Zn em aplicages foliares.

O que se buscou entender € se existe correlacéo entre os teores de nutrientes nas folhas
e na seiva das plantas e a severidade da doenca, bem como se o crescimento e a evolucdo do

titulo de Las na planta sdo afetados pelo suprimento nutricional diferenciado.

3MATERIAL E METODOS
O experimento foi reaizado em casa de vegetacdo no Centro de Citricultura Sylvio

Moreira (CCSM)/IAC/APTA localizado no municipio de Cordeiropolis, SP (22°28'55"S
47°27' 24" O), com plantas jovens de citros, com sete tratamentos e quatro repeticdes. Os
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tratamentos consistiram de plantas infectadas com * Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) e
sadias, e do fornecimento de Cu, Mn e Znviafoliar e via substrato.

De acordo com os tratamentos (Tabela 1), as plantas receberam Cu, Mn e Zn (800 mg
L%, 500 mg L™, 750 mg L™, respectivamente) via foliar, e via substrato (230 mg de Cu, 140
mg de Mn e 200 mg de Zn por planta) (Item 3.4).

Ao final do experimento cada planta recebeu viafoliar o total de 41 mg de Cu, 27 mg
de Mn e 40 mg de Zn e via substrato 1,3 g de Cu, 0,9 g de Mn e 1,3 g de Zn. No decorrer do
primeiro, segundo e terceiro periodos de coleta, cada planta recebeu respectivamente 261, 470
e 610 mg de Cu; 160, 287 e 480 mg de Mn e 230, 410 e 650 mg de Zn.

Tabela 1 - Distribuicdo dos tratamentos do experimento.

Tratamento Micronutrientes

Sanidade Nutricdo Zn Mn Cu
0OSM - - -
1Zn Zn - -

Infectado (+) 2Mn - Mn -
3Cu - - Cu
4CPLT Zn Mn Cu

Sadfio () > SV ' ) '
6 CPLT Zn Mn Cu

Legenda: SM (sem Cu, Zn e Mn), Zn (com aplicacdo de zinco), Mn (com aplicagdo de manganés), Cu (com
aplicacdo de cobre), CPLT (com aplicacdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio).

3.1 Caracterizacao do substrato

Antes do transplante das mudas para seus recipientes definitivos - vasos plésticos com
capacidade para 12 L preenchidos casca de Pinus, foram determinadas as caracteristicas
guimicas do substrato (Tabela 2). A caracterizacdo serviu principal mente para identificar os
teores dos micronutrientes Cu, Mn e Zn presentes no inicio do experimento, para que fosse
feita a adequacdo de adubacOes. A faixa ideal de pH em substratos de base orgéanica para a
maioria das culturas varia entre 5,5 e 6,2 (KAMPF, 2000; BAILEY et al., 2004) e os valores
de carbono organico (C-organico) devem ficar acima de 25% do volume do substrato
(SCHMITZ et a., 2002). Apesar da diferenca entre a faixa considerada ideal e o valor de pH
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(Tabela 2), este ndo foi corrigido, ja que o fornecimento de NH4sNO3; desde o periodo de
manutencdo das mudas, pode ter promovido a acidificagdo do meio (BOLAN et al., 1991).

Tabela 2 - Caracteristicas quimicas do substrato antes do transplante das plantas.

oH Umclydoade C (;rﬁgql co Relacio C/N

6,6 49,1 346,1 65,3

N P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe
--------------------- O] R —— S T ] R — gkg*

3.2 Plantio das mudas

O transplante das 140 mudas do tipo haste Unica de laranjeira Péra [Citrus sinensis
(L.) Osbeck] sobre porta-enxerto limoeiro Cravo [Citrus limonia (L.) Osbeck] com 12 meses
de idade para seus recipientes definitivos foi feito no inicio do més de dezembro de 2011.

Antes de serem transplantadas, as mudas tiveram os primeiros 5,0 cm da porcéo
inferior das raizes cortados para estimular a producéo de novas raizes (Figura 1) e em seguida
foram colocadas rapidamente em uma solucéo de 0,6 g L™ de Cu(OH), para diminuir a
possibilidade de contaminacéo por fungos de raizes. Em sequéncia foram dispostas em casa

de vegetac&o onde o0 experimento foi conduzido (Figura 2).
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Figura 2 - Disposi¢do geral do experimento na casa de vegetacéo.

Adubacbes de manutengdo com macronutrientes foram feitas até o inicio dos
tratamentos definidos para o experimento, entre os meses de novembro de 2011 e marcgo de
2012, com a aplicacdo de 500 mL de solucdo por planta, totalizando 10 aplicacdes por
periodo. A composicdo das solugdes nutritivas utilizadas foi: 0,5 g L™ de nitrato de célcio
[Ca(NOs);], 0,6 g L™ de nitrato de magnésio [Mg(NOs),] e 0,1 g L™ de fosfato monopotéassico
(KH2POy).
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3.3 Inoculacéo das plantas e acompanhamento dos sintomas

Vinte dias apos o transplante as mudas foram separadas em dois lotes, dos quais um
foi inoculado com ‘Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) por meio da enxertia de dois
“borbulhdes’ (gemas laterais com mais tecido lenhoso e aproximadamente 4 cm de
comprimento), em lados opostos da haste (Figura 3). O indculo foi proveniente de plantas
fonte da bactéria com sintomas tipicos da doenca, mantidas em casa de vegetagcdo no CCSM.
O mesmo procedimento de enxertia foi realizado para 0 segundo lote, mas neste caso as
plantas foram enxertadas com segmentos de plantas microenxertadas e sadias para HLB e
outros patégenos. As plantas do primeiro lote foram identificadas como “infectadas’ e as do
segundo lote como “sadias’.

O sucesso da infecgdo nas plantas foi confirmado através da técnica de PCR (do
inglés: Polymerase Chain Reaction), cujo procedimento é descrito no item 3.9. A ocorréncia

de sintomas foliares foi acompanhada em interval os de 30 dias.

Figura 3 - Envelopamento da borbulha recém-enxertada (A) e cicatriz confirmando o sucesso

daenxertia (B).

3.4 Aplicacéo dos tratamentos

Os tratamentos iniciaram quando as folhas do segundo fluxo vegetativo se

encontravam maduras e totalmente expandidas, o que ocorreu cerca de 90 dias apls a
inoculagdo (DAI) das plantas. As plantas dos dois lotes (infectadas e sadias) foram
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discriminadas e divididas da seguinte forma: no lote de plantas infectadas, as 20 plantas do
tratamento O (TRO SM+), ndo receberam os micronutrientes Cu, Mn e Zn; no tratamento TR1
(Zn+) 20 plantas receberam sulfato de zinco (ZnS0,.H,0) via foliar (750 mg L™ de Zn) e via
substrato (200 mg de Zn por planta); TR2 (Mn+) 20 plantas receberam sulfato de manganés
(MnS04.H,0) viafoliar (500 mg L™ de Mn) e via substrato (140 mg de Mn por planta); TR3
(Cut) 20 plantas receberam hidroxido de cobre (Kocide® WDG BIOACTIVE, Du Pont) via
foliar (800 mg L™ de Cu) e via substrato (230 mg de Cu por planta); TR4 (CPLT+) 20 plantas
receberam uma solugdo contendo as 3 fontes nas mesmas concentragoes descritas para 0s
tratamentos individuais. No lote de plantas “sadias’, no tratamento TR5 (SM-) 20 plantas ndo
receberam doses de Cu, Mn e Zn e no TR6 (CPLT-) 20 plantas receberam uma solucéo
contendo os trés nutrientes nas mesmas concentracoes das aplicacdes feitas no lote de plantas
“infectadas’, via foliar e via substrato. Os tratamentos foram aplicados em intervalos de 30
dias.

A partir do inicio dos tratamentos, as plantas passaram a receber também solucdes de
macro e micronutrientes (exceto Zn, Mn e Cu) em interval0s mensais nas seguintes fontes e
doses: 1,5 g de nitrato de aménio (NH4NO3) por planta, 2,7 g de nitrato de calcio [Ca(NOs),]
por planta, 3,8 g de nitrato de magnésio [Mg(NOz3);] por planta, 40 g de fosfato
monopotéassico (KH,PO,) por planta. A aplicacdo das diferentes fontes de nitrogénio citadas
foi alternada e as fontes utilizadas foram fertilizantes comerciais de alta pureza. As plantas
também receberam semanalmente 200 mL de uma solugao contento 33,3 mg L™ de sulfato de
magnésio (MgS0,), 0,3 mg L™ de &cido bérico (HsBOs) e 0,13 mg L™ de molibdato de sodio
(NaeM0Oy,).

3.5 Determinacdo de massa de matéria seca de parte aérea e de raiz, area foliar, peso

especifico e andlise quimica foliar

As plantas foram coletadas de forma destrutiva aos 90, 180 e 270 dias ap0s o inicio
dos tratamentos (DAT), o que correspondeu a 180, 270 e 360 dias ap6s a inoculacéo (DALI), e
divididas em folhas, ramos e sistema radicular. Trés plantas de cada tratamento foram
amostradas para analises em cada periodo de tempo.

Cada uma das partes divididas foi seca em estufa de circulacéo forcada de ar a 65 °C,
até que a massa se estabilizasse para a quantificacdo da massa de matéria seca. A area foliar
de 30 folhas foi medida aos 360 DAI em Integrador de Area mod. 3100 (Li-Cor. Biosciensis,
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Lincoln, Nebraska EUA). De posse dos dados de massa de matéria seca e da area foliar, foi
estimado o peso especifico de folhas (g m?).

Para a quantificac@o dos teores de nutrientes nas folhas, nos trés periodos de coleta, a
3, 42 52e 62 folhas foram amostradas a partir da ponta do ramo.

Procedeu-se com a lavagem das folhas em agua destilada e separacéo do material em
sacos de papel identificados com os tratamentos e colocados para secar conforme
procedimento descrito anteriormente. Em seguida o material foi pesado, moido e colocado em
frascos fechados e protegidos do tempo até o envio ao laboratorio.

Os teores de nutrientes minerais do material proveniente das folhas jovens foram
avaliados conforme descrito por BATAGLIA et al. (1983). Os resultados obtidos nos trés
periodos de avaliagcdo foram agrupados para estimativa de uma média geral que foi submetida

aandlise estatistica.
3.6 Analise do extrato de seiva

Para a extracdo da solucdo extraida dos ramos provenientes da Ultima brotacdo, aqui
chamada de “ extrato de seiva’, foi utilizado o método de extracéo por éter com uma etapa de
congelamento da amostra. O extrato de seiva foi analisado seguindo método descrito por
CADAHIA & LUCENA (2005) e adaptada por SOUZA et al. (2012).

Depois de retirados das plantas no periodo da manha e com as folhas destacadas, os
ramos do ultimo fluxo de brotacéo foram limpos com gaze umedecida com agua destilada,
cortados em pedacos de cerca de 2,0 cm e colocados em potes de plastico com tampa, para
entdo se seguir com a adicdo do éter ao pote até que 0s ramos estivessem totalmente cobertos.
Feito isso as amostras foram acondicionadas em congelador a temperatura de 15 °C.

Aos 15 dias ap0s o0 acondicionamento, procedeu-se com a extracao do extrato de seiva.
Os ramos com o éter foram colocados em um funil plastico sobre um funil de separacéo, que
fez a separacdo fisica do éter e do extrato de seiva (Figura 4).

A determinacdo dos nutrientes presentes no extrato de seiva (P, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe,
Mn e Zn) foi feita em espectrdmetro de plasma de argdnio, com o extrato de seiva diluido 10
vezes em agua deionizada (9:1). O nitrogénio total foi obtido pelo método de Kjeldahl e as
formas NH;" e NO3™ foram determinadas por destilagio a vapor conforme CANTARELLA &
TRIVELIN (2001).
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Figura 4 - Separacdo fisica do extrato de seiva e éter no funil de separacéo.

3.7 Teor deClorofila

Aos 180, 270 e 360 DAI, antes das amostragens destrutivas das plantas testadas, a 32 e
a 42 folhas a partir da ponta do ramo de cada uma das trés plantas foram selecionadas por
tratamento e col etadas para determinacéo do teor de clorofila.

Estas folhas foram ent&o colocadas em isopor com gelo e levadas ao laboratorio para
andlise de clorofila de acordo com o método destrutivo utilizado por BARNES et al. (1992).
Acrescentou-se a 50 mg de material fresco retirados das folhas coletadas e colocados em um
tubo de vidro, 7,0 mL de dimetilsulféxido (DM SO). Em seguida esses tubos foram colocados
em banho-maria a 65 °C até que ocorresse a despigmentacdo total do tecido vegetal. O extrato
resultante desse processo foi entdo lido em espectrofotdmetro Femto mod. 600 plus (Femto
Ind. Com. Instrumentos, S&o Paulo, Brasil) nos comprimentos de onda de 648 nm e 665 nm.

Para a determinacdo dos teores de clorofila a (C,), clorofila b (Cy) e clorofila total
(Ciotar), foram utilizadas as equactes 1, 2 e 3, e os resultados foram expressos em mg de

clorofila por massa de matéria fresca de folha.

Ca = (14,85 Acgs) — (5,14* Asss) Equacio 1
Ch = (25,48* Aggs) — (7,36* Ae) Equao 2
Crota = (7,49 Asss) — (20,34* Asag) Equacéo 3

17



3.8 Medidaindireta de clor ofila pelo uso do SPAD-502

Diferente dos métodos tradicionais de medicdo dos teores de clorofila que sdo
destrutivos e demorados, a medida indireta de clorofila pelo aparelho portétil SPAD-502
(Konica Minolta Holding Inc., Tokyo, Japdo) é feita de forma rdpida e ndo destrutiva. O
aparelho é utilizado para a obtencéo de valores indiretos de clorofila através da medicdo da
intensidade da coloracdo verde nas folhas (quantidade de luz absorvida pela clorofila)
obtendo-se valores indiretos de clorofila.

As medicdes foram feitas nas mesmas folhas utilizadas para as medicdes de clorofila
pelo método destrutivo (item 3.7), com as folhas ainda nas plantas, e os resultados
comparados com os obtidos pela andlise do teor de clorofila e o teor de nitrogénio da andlise

guimicafoliar

3.9 Deter minacao e quantificacéo de L as nas plantas

A confirmacdo dainfeccdo das plantas por Las foi realizada por PCR convenciona em
amostras de folhas coletadas aos 60 DAI, periodo no qual a enxertia apresentava 100% de
pegamento. Foram coletadas duas folhas por planta, mantendo os peciolos. O limbo foliar foi
retirado em laboratério, sendo o peciolo e parte da nervura centra fatiados e submetidos a
extracdo de DNA.

Para a extracdo de DNA, 600 mg de massa fresca foram acondicionados em dois
eppendorfs de 2,0 mL contendo duas esferas de ago de 5 mm. Estes tecidos foram macerados
por meio de agitacdo dos tubos no sistema Tissuelyzer (Quiagen) a 30 Hz por 2 min. O DNA
total foi extraido de acordo com o0 método CTAB de MURRAY & THOMPSON (1980), e
eluido em 100 pL de solucdo tampdo (0,1 vol de TrisEDTA, 20 pg uL™ de RNA). A
concentracdo do DNA obtido foi verificada por meio de espectrofotdmetro na razéo OD
260/280 através do sistema Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington — NC, EUA). Todo
DNA foi padronizado para a concentracdo de cerca de 100 ng uL™. A PCR foi conduzida
utilizando os primers A2/J5 descritos por HACQUELLET et a. (1999), e os resultados
revelados em gel de agarose.

As quantificacBes do titulo (concentragcdo) da bactéria nas plantas foram redizadas
junto aos trés periodos de avaliacédo (180, 270 e 360 DALI), antes das amostragens destrutivas.
Paratal, foi utilizada a PCR quantitativa em tempo real (QPCR) baseada no sistema TagMan
com uma forma indireta de medida da concentragcdo de Las. A coleta das folhas, bem como o

18



procedimento de preparo do DNA destas em laboratdrio foram os mesmos assumidos para as
andlises de PCR convencional, descritas anteriormente.

O sistema TagMan da gPCR baseia-se na clivagem de uma sonda hibridizada ao DNA
alvo da bactéria durante a fase de extensdo do PCR. Essa sonda é marcada com dois corantes,
um gue emite fluorescéncia (reporter) e outro que capta (quencher) a fluorescéncia (energia)
liberada. Quando ocorre 0 anelamento dos primers/sondas ao DNA alvo (Las) e extensdo do
mesmo acontece a clivagem da sonda pela enzima polimerase e a liberagcdo da energia
armazenada. E essa energia que é captada por uma camera CCD (do inglés: charge coupled
device) no aparelho que a quantifica (COLETTA-FILHO et al., 2010).

As reagles foram corridas no sistema ABI 7500 fast usando o default do aparelho para
as condic¢des de ciclagem, num total de 40 ciclos. Todas as reagdes foram conduziadas num
volume de 13,5 pL contendo 6,75 pL do tamp&o master mix Maxima Probe/Rox (Fermentas),
0,8 pmol L™ de cada um dos primers, 0,2 pmol L™ da probe (IDT Integrated DNA
technology) e 300 ng do DNA total. As sequéncias dos primers e probe foram baseadas no
gene “fator de elongacéo TS’ de Las (HONG et al., 2010) gerando um amplicon de 170 pares
de base (pb). Todas as reacOes utilizaram primers de controle interno (18S rRNA ou genes
GAPDH) para a quantidade normalizada do total de DNA e para verificar inibidores
enziméticos da reagdo PCR. Os resultados obtidos foram expressos em nimero de ciclos da
PCR onde a emissdo do reporter atinge um valor acima do qual as amostras sdo consideradas
positivas (threshold). Partiu-se do pressuposto de que somente valores de Ct<36 foram Las
positivos, sendo que o valor de Ct é inversamente proporcional a concentracdo de Las na

amostra.
3.10 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) seguido
de teste de comparacdo de médias pelo teste de Duncan (5%) e contrastes ortogonais.
Correlaces entre médias dos teores dos nutrientes nas folhas e no extrato de seiva foram
analisadas através da matriz de correlagdo de Pearson.

Os dados coletados foram analisados no médulo GLM do SAS (Statistical Analysis

System).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Manifestacéo dos sintomas de HL B

As plantas infectadas que receberam os diferentes tratamentos nutricionais e o
tratamento controle ndo apresentaram diferencas visuais para os sintomas de encorticamento
das nervuras (vein corking) e nervuras amareladas (yellow veins) (Figura 5) que apareceram
no decorrer do experimento e, até o ultimo periodo de coleta aos 360 DAI, sintomas mais
severos como mosqueado amarel o assimétrico ndo haviam sido manifestados.

O intervalo de tempo entre a infecgdo e 0 aparecimento dos sintomas pode variar de 6
a 12 meses ou mais (BOVE, 2006). Esse periodo de incubacio varia em funcéio de vérios
fatores, como o ambiente, a idade e a espécie da planta, a concentragdo da bactéria no
momento da transmissio e mesmo a espécie ‘Candidatus Liberibacter’ infectante
(BELASQUE Jr. et al., 2009), o que explicaria a diferenca ocorrida no presente experimento e
outros reportados na literatura (BOVE, 2006; SPANN & SCHUMANN, 2009; COLETTA-
FILHO et a., 2010; FOLIMONOVA & ACHOR, 2010).

Em condigdes de campo, esse periodo de incubagdo pode também se estender além de
dois anos, conforme reportado por JOHNSON et al. (2012) para plantas que receberam o
programa de mango nutricional diferenciado e aguelas que receberam o tratamento
nutricional padréo, cuja manifestagdo e severidade dos sintomas visuais entre as plantas néo
foram marcantes. Destaca-se que em nivel celular ndo existem evidéncias de que o tratamento
nutricional diferenciado reduza o blogueio das células dos tubos crivados, responsavel pela

manifestacdo dos sintomas da parte agrea.
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Figura 5 — Sintomas de amarel ecimento e vein corking nas folhas de laranjeira Péra infectada
por HLB manifestados durante o periodo do experimento até 360 dias apds inoculagdo (DAI):
tratamento sem micronutrientes + (A), Cu + (B), Zn + (C), Mn + (D), CPLT + (E) e folha
sadia (F).

4.2 Producéo de massa de matéria seca e area foliar
Tanto aos 180 DAI quanto no fina do experimento aos 360 DAI, as plantas nos

tratamentos sadios TR5: SM- e TR6: CPLT- apresentaram maiores producfes de massa de

matéria seca total [parte aérea (folhas+ramos) + raiz] (~161 e 299 g planta’ respectivamente)
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(Figura 6), resultado esse obtido em boa parte devido ao maior volume de sistema radicular
comparado aos tratamentos infectados (Figura 7).

No segundo periodo de avaliagcdo (180 DAI) os valores entre os tratamentos sadios e
infectados ndo apresentaram diferenca (Figura 6). Isso pode ser atribuido principalmente a
coleta das amostras nesse periodo, que ocorreu no més de outubro, que sucede os meses de
menores temperaturas para a regido em que o experimento foi conduzido. Sabe-se que para 0s
citros, durante os meses de menor temperatura e/ou déficit hidrico, as plantas apresentam o
chamado repouso vegetativo, estagio fenoldgico no qual ocorre reducéo e até mesmo cessdo
no crescimento da planta (SENTELHAS, 2005).
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Figura 6 — Massa de matéria seca total de laranjeira Péra nos trés periodos de coleta (180, 270 e 360
DALI). Legenda: SM (sem micronutrientes), Zn (aplicacéo de zinco), Mn (aplicacdo de manganés), Cu
(aplicacdo de cobre), CPLT (aplicagdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio). Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).

A massa de matéria seca das raizes foi menor pra as plantas infectadas por Las tanto
aos 180 DAI (33-69 g planta®) quanto aos 360 DAI (52-91 g planta®) comparadas aguelas
sadias nos mesmos periodos (180 DAI: 64-94 g planta® e 360 DAI: 107-144 g planta™)
(Figura 7). Aos 270 DAI essas diferencas entre plantas sadias (42-90 g planta™) e infectadas
(60-83 g planta™) foram menos evidenciadas (Figura 7). Pesquisas recentes demonstram que a
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bactéria é frequentemente detectada nos tecidos das raizes anteriormente as folhas, aém de
ser mais uniformemente distribuida no sistema radicular (JOHNSON et a., 2012). Essa
presenca iniciad da bactéria no sistema radicular é responsavel pelo rapido declinio no
crescimento e na densidade das raizes das plantas doentes (GRAHAM, 2012), e
consequentemente, pela maior suscetibilidade apresentada por essas plantas no campo aos
estresses como frio e déficit hidrico. Plantas HLB positivas assintométicas e sintométicas
apresentam reducdo do crescimento do sistema radicular em condigdes de campo de 30% e
37% respectivamente, quando comparadas a plantas HLB negativas (GRAHAM et al., 2013).
Essa reducdo em plantas de trés e quatro anos no campo foi também observada nas condicoes
do experimento aqui discutido, cujos valores médios da massa de matéria seca do sistema
radicular das plantas HLB positivo foram em média 45% menores quando comparados aos
tratamentos sadios, 0 que corrobora a idela de que quando a planta manifesta os sintomas
tipicos da doenca na parte aérea, ja se somam prejuizos ao sistema radicular. Esse dano ao
sistema radicular observado em plantas jovens pode explicar o insucesso do replantio em
pomares de citros com altos indices de infeccdo por Las (IREY, 2011; STANSLY &
KOSTYK, 2013).
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Figura 7 - Massa de matéria seca de raizes de laranjeira péra nos trés periodos de coleta (180, 270 e
360 DAI). Legenda: SM (Sem micronutrientes), Zn (aplicacdo de zinco), Mn (aplicacdo de manganés),
Cu (aplicacdo de cobre), CPLT (aplicacéo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio). Médias

seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).
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Por outro lado, o crescimento das plantas de laranjeira Péra avaliado entre os 180-360
DAI demonstrou que no periodo inicial do estudo, as plantas sadias mantinham maior massa
de matéria seca total acumulada nas folhas (~34 g planta®) comparado aos tratamentos
infectados por HLB (~27 g planta™) (Figura 8). Ao longo do tempo, essa diferenca diminuiu e
se observou que a maior massa de matéria seca das folhas ocorreu nos tratamentos i nfectados
que receberam ou n&o as aplicacdes de Cu, Mn e Zn (82-102 g planta™; TRO: SM+ e TR4:
CPLT+) (Figura 8). Apesar da area foliar especifica de folha ndo ter diferido entre os
tratamentos nutricionais nem entre os tratamentos de sanidade (3x10° m? folha™) (Figura 9),
0 peso especifico de folha foi maior no tratamento TR4: CPLT+ (122 g m?) e no grupo
intermedi&rio de plantas representado pelos TR0-3 (87-105 g m?) quando comparado aos dois
tratamentos sadios (TR5 e TR6: 83g m? e 81g m?) (Figura 10). O maior peso Seco por
unidade de area encontrado em folhas esta ligado ao acimulo de amido (CAO & TIBBITTS,
1997) e, em plantas infectadas por Las esse acUmulo se d4 em resposta a doenca
(GONZALES et d., 2012). A quantidade de amido em folhas de plantas infectadas quando
comparadas aquelas de plantas sadias chega a ser 20 vezes maior e pode representar até 50% a
mais na massa de matéria seca da folha dessas plantas (ETXEBERRIA et al., 2009; SPANN
& SCHUMANN, 2009).
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Figura 8 - Massa de matéria seca de folhas de laranjeira Péra nos trés periodos de coleta (180, 270 e
360 DAI). Legenda: SM (sem micronutrientes), Zn (aplicacéo de zinco), Mn (aplicacéo de manganés),
Cu (aplicagdo de cobre), CPLT (aplicacdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio). Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).
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Figura 9 — Area foliar especifica estimada da laranjeira Péra aos 360 DAI. Legenda: SM (sem
micronutrientes), Zn (aplicacdo de zinco), Mn (aplicagdo de manganés), Cu (aplicacdo de cobre),
CPLT (aplicagéo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio). Médias seguidas pela mesma

letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre s (Duncan = 0,05).
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Figura 10 — Peso foliar especifico estimado da laranjeira Péra aos 360 DAI. Legenda: SM (sem
micronutrientes), Zn (aplicacdo de zinco), Mn (aplicagdo de manganés), Cu (aplicacdo de cobre),
CPLT (aplicagdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio). Médias seguidas pela mesma

letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre s (Duncan = 0,05).
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4.3 Andlise quimica do teor total de nutrientes nasfolhas

Osteoresfoliares de N, Mg e S diferiram entre os tratamentos infectados por HLB (+)
e sadio (-), conforme contrastes C;, C,, C; e Cs (Tabela 3). Assim, as plantas sadias
apresentaram N>30 mg kg™ e aquelas infectadas N<28 mg kg*. De forma similar, as sadias
apresentaram Mg>2,2 mg kg e $>2,7 mg kg™'. Destaca-se que aquelas infectadas e que
receberam a aplicacdo de Zn, o teor de Mg foliar (=2,4 mg kg™) nao diferiu dos tratamentos
sadios.

Essas desordens nutricionais sd0 decorrentes de prejuizos que a doenca causa ao
transporte de fotoassimilados na planta afetada pelo HLB e consequentemente de elementos
minerais das raizes para as folhas, e embora os sintomas da doenca apresentem alguma
caracteristica em comum com certas deficiéncias minerais como o aparecimento de clorose no
limbo foliar (Zn e Mn), que fundamentam pesquisas sobre o tratamento nutricional
diferenciado dos pomares com HLB (SPANN & SCHUMANN, 2009), verificou-se que o
suprimento dos micronutrientes ndo permitiu que as plantas infectadas apresentassem estado
nutricional equivalente aquelas sadias.

No caso dos tratamentos que supriram as plantas com Zn e Mn (TR1: Zn+ e TR2:
Mn+), é possivel que o aumento das concentragdes celulares desses micronutrientes tenha
favorecido a atividade de enzimas do sistema antioxidativo (ex: SOD) e consequentemente
reduzido danos aos cloroplastos, 0 que estaria associado aos maiores teores de Mg na planta.
O Mg é um elemento estrutural da molécula da clorofila, cuja localizacdo ocorre
principamente nos cloroplastos (MARSCHNER, 1995). Também esse elemento mineral atua
sobre a inativacdo de espécies reativas de oxigénio (O, e H,O,) nos cloroplastos (CAKMAK
& MARSCHNER, 1992) e pelo carregamento e exportacdo de sacarose das folhas para o
floema (CAKMAK & KIRKBY, 2008), o que poderia favorecer a manutencdo e/ou
crescimento das plantas afetadas pelo HLB. Nota-se, contudo, que esse efeito ndo afetou
positivamente as plantas do presente experimento (Item 4.2).

E possivel que decorrido o periodo de 360 DAI das plantas com Las, as folhas das
plantas infectadas tenham apresentado acimulo significativo de amido (ETXEBERRIA et a.,
2009), o que pode levar a variagbes na massa das folhas suficiente para interferir na
interpretacdo dos teores foliares de nutrientes expressos com base em massa (SPANN &
SCHUMANN, 2009). Com base nessa fundamentacéo, variagdes nos resultados das analises
de folhas para Zn e S, para amostras de plantas sadias, assintomaticas e sintométicas para

HLB coletadas em diferentes pomares de citros na Flérida (EUA), ndo diferiram quando os
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resultados de concentracdes foram expressos com base na area foliar (g cm?) (SPANN &
SCHUMANN, 2009).

Para Ca, K e P, ndo se verificaram diferencas entre os contrastes estudados, cujos
teores médios foram 16,7 mg kg™, 31,5 mg kg™ e 1,5 mg kg™ respectivamente. Ao contrario,
dados moleculares, fisiologicos e de campo publicados recentemente por ZHAO et a. (2013)
suportariam que a deficiéncia de P nas plantas de citros € ligada a sintomatol ogia da doenca
HLB. Contudo, os referidos autores ndo caracterizaram ao certo a idade fisiologica e a
severidade do sintoma da doenca nas folhas amostradas nos diferentes estudos de laboratorio
e nos trabalhos de campo que justificassem a conclusdo do estudo. Também, discute-se no
trabalho que o suprimento de P na forma de fosfito (P-PO3’), embora pudesse alterar o teor
total de P nafolha, ndo deveria corrigir sintomas severos da deficiéncia do elemento, uma vez
gue o PO3 aplicado as folhas ndo € oxidado a PO, e desta forma ndo atende a demanda do
nutriente pela planta (ZAMBROSI et a., 2011).

E importante destacar que os teores dos macronutrientes nas folhas das plantas sadias
sdo comparaveis agueles observados em mudas de viveiro (BATAGLIA et al., 2008;
MATTOS Jr. et al., 2010), cujos teores de N sdo maiores que 30 mg kg™?, P = 2,0 mg kg, K
de 25 a 30 mg kg, Ca = 20 mg kg, Mg de 2,0 a 3,0 mg kg* e S = 3,0 mg kg?, o que
demonstra que 0 manejo de nutrientes estabelecido no presente estudo foi adequado para o
crescimento das plantas.
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Tabela 3 - Teor foliar de macronutrientes referentes as médias dos tratamentos nos trés

periodos de andlise.

Tratamento N Ca Mg =] K P S
------------------------------------ O
0 SM+ 28ab 19a 1,9bc 33a 1,5a 2,1b
1 Zn+ 28ab 16ab 2,4a 3la 1,5a 2,3b
2 Mn+ 27ab 16ab 2,1abc 32a 1,4a 2,3b
3 Cu+ 26b 16ab 1,9bc 30a 1,5a 2,3b
4 CPLT+ 26b 14b 1,8c 29a 1,5a 2,2b
5 SM- 30a 19a 2,4a 33a 1,6a 2,7ab
6 CPLT- 30a 17ab 2,2ab 33a 1,6a 3,1a
Contrastes ortogonai s
C. 56vs01234 *x ns *x ns ns *x
C,56vs04 ** ns ** ns ns **
Cs34vsl23 ns ns *x ns ns ns
Cs6vs4 ** ns ** ns ns ns
Cs0vs4 ns ns ns ns ns ns

Legenda: SM (Sem micronutrientes), Zn (aplicagcdo de zinco), Mn (aplicacdo de manganés), Cu (aplicacdo de
cobre), CPLT (aplicagdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio);

ns, *, ** ndo significativo e significativo aos niveis de 5% e 1% respectivamente;

médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).

Os teores de micronutrientes nas folhas da laranjeira Péra diferiram em resposta aos
tratamentos aplicados, contudo quando se comparou as plantas infectadas e sadias, pela
andlise de contrastes ortogonais, ndo se verificou resposta significativa, o que demonstra que
os padrdes nutricionais das plantas foram similares dentro de cada condicéo estudada (Tabela
4). Os teores foliares para plantas nos tratamentos que ndo receberam aplicacbes com
micronutrientes foram: Cu < 1,0 mg kg*, Mn = 20 mg kg e Zn = 9,0 mg kg™. Os teores de
Fe e B ndo variaram, tendo sido em média 90 mg kg e 43 mg kg, respectivamente. Apesar
dos teores de Fe serem similares aqueles encontrados por PUSTIKA et al. (2008) em plantas
de Siem mandarin (Citrus reticulata Blanco) com cinco anos de idade onde o fornecimento
foliar desse nutriente causou reducéo da severidade dos sintomas nas plantas, esses teores néo
foram suficientes para reduzir da severidade dos sintomas do HLB nas plantas estudadas no
presente trabal ho.

Destaca-se que para 0 TR3: Cu+ o teor de Cu nas plantas foi cerca de duas vezes
maior (~20 mg kg') que no TR4: CPLT + (~11 mg kg™), embora as quantidades do nutriente

supridas para as plantas nesses dois tratamentos tenham sido as mesmas (Tabela 4). A maior
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atividade de um ion na solucéo do substrato (ex: Mn e Zn) pode diminuir a atividade do outro
(ex: Cu) e consegquentemente causar diminuicdo da absorcéo pela planta deste Ultimo.
Também é possivel ocorrer competicdo entre esses micronutrientes metalicos pelos sitios de
absorcdo na membrana celular (BRAR & SEKHON, 1976; BRAR & SEKHON, 1978,
KUMAR et al., 2009). Esses dois processos explicariam a diferenca observada.

Teores foliares de Cu como os encontrados no TR3: Cu+ (Tabela 4) e nas raizes de 50
mg kg* prejudicaram o crescimento de mudas de citros em estudo de manejo de N e Cu para
aproducdo em viveiro (MATTOS Jr. et al., 2010). Esse prejuizo provocado pela toxicidade de
Cu causa inibicédo do crescimento das plantas e afeta processos celulares como o metabolismo
do N, dada a reducdo do N total da planta associado a reducdo dos teores de NOs e
aminoé&cidos livres nas raizes e folhas (a assmilacdo de nitrato requer a redutase-NOs’, cuja
atividade € muito baixa em resposta a exposicdo ao Cu), e cujos eventos afetam
negativamente a fotossintese e respiracéo (pela inibicdo da atividade de grande nimero de
enzimas e prejuizos a manutencdo da integridade de membranas) (FERNANDES &
HENRIQUES, 1991; LLORENS et al., 2000; YRUELA, 2005; XIONG et al., 2006).

Tabela 4 — Teor foliar de micronutrientes referentes as médias dos tratamentos nos trés
periodos de andlise.

Tratamento Mn Zn Cu - Fe B
----------------- mg kg~ -------
0 SM+ 19b 10b 1,6c 117a 50a
1 Zn+ 18b 29a 0,9¢c 9la 43ab
2 Mn+ 57a 9b 0,4c 8la 46a
3 Cu+ 20b 9b 20a 98a 45ab
4 CPLT+ 48a 3la 10b 8la 40ab
5 SM- 22b 10b 0,8c 37a 41ab
6 CPLT- 50a 33a 10b 100a 39b
Contrastes ortogonais
C, 56vs01234 ns * ns ns ns
C,56vs04 ns ns ns ns ns
Cz;4vs123 *x ** ns ns ns
C,6vs4 ns ns ns ns ns
C;0vs4 ns ns *k ns ns

Legenda: SM (Sem micronutrientes), Zn (aplicagdo de zinco), Mn (aplicagdo de manganés), Cu (aplicacdo de
cobre), CPLT (aplicacdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio);

ns, *, **, ndo signficativo e significativo aos niveis de 5% e 1% respectivamente;

médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).
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Os teores de micronutrientes nos tratamentos que receberam as aplicagdes com estes
foram mais baixos que aqueles reportados como padrdes nutricionais adequados para mudas
de citros em viveiros comerciais prontas e antes da poda final de formagéo (BATAGLIA et
al., 2008). Deve-se ressaltar que nesses cultivos comerciais, 0 mangjo nutricional antes da
finalizacdo da muda é bastante intensivo, 0 que determina alta reserva dos micronutrientes no
substrato, e que a formacdo da muda com haste Unica também favorece a concentracéo de
nutrientes na biomassa da planta. A importancia dessa reserva no substrato para a muda é
mostrada também por HIPPLER (2012), onde 0 aumento das doses de Zn e Mn no meio de
crescimento para as raizes (maximo 5,0 g planta’ e 3,5 g planta™®, respectivamente), fez com
gue houvesse incremento na massa de matéria seca da planta e dos teores desses nutrientes
nas fol has.

As plantas dos tratamentos nos quais os micronutrientes Cu, Mn e Zn ndo foram
supridos (TRO: SM+ e TR5: SM-) apresentaram no decorrer do experimento os sintomas

visuais caracteristicos da deficiéncia destes micronutrientes (Figura 11).

Figura 11 - Sintomas visuais da deficiéncia de micronutrientes nas folhas de laranjeira Péra: Cu (A),
Mn (B), Zn (C).
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No caso do Cu essa deficiéncia se manifestou na forma de bolsas de goma nas axilas
das folhas e nos ramos novos e que, quando rompidas, mostravam extravasamento de seiva. Ja
0s sintomas de deficiéncia de Mn foram caracterizados por folhas jovens de maior tamanho
muitas vezes, com clorose internerval com aspecto de reticulado grosso, enquanto a
deficiéncia Zn se apresentou na forma de folhas jovens deformadas com limbo foliar estreito,
lanceolado e de tamanho reduzido, que mostraram clorose internerval e contrastaram com
nervuras central e laterais verde-escuras, além da ocorréncia de ramos com internddios curtos,
dando a planta aspecto enfezado (MATTOS Jr. et al., 2005).

4.4 Analise quimica do extrato de seiva e corr elagdes com teor es de nutrientes nasfolhas

Osteores de N total (Nt) determinados para plantas infectadas por HLB (+) e sadias (-)
diferiram significativamente, sendo cerca de 30% inferiores para aguelas primeiras (Tabela 5).
Essa diferencafoi superior aquela observada para os teores de N total nafolha (Tabela 3; Item
4.3). Embora as folhas das plantas ndo mostrassem cloroses tipicas da doenca foi possivel
verificar os prejuizos causados pela doenca a absorcéo e transporte de N no tecido vegetal,
como verificado na andlise do extrato de seiva (Tabela 5).

O método avaliado de andlise do extrato de seiva (CADAHIA & LUCENA, 2005,
adaptada por SOUZA, 2012) ndo define claramente qual fragdo dos elementos solUveis é
extraida dos ramos coletados. Presume-se que sgja uma composicdo da seiva do floema,
xilema e do vacuolo das células de outros tecidos, uma vez que durante o congelamento
prolongado das amostras com o0 éter ocorre desintegracdo da organizacdo desses
compartimentos na planta. O N inorganico (NH;™ + NOs) representou cerca de 20% do N
total determinado no extrato de seiva, cuja fragcdo foi maior que aquela determinada em
extratos de seiva de xilema em laranjeiras adultas no campo (MORENO & GARCIA-
MATINEZ, 1983). Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que na casa de vegetacéo,
os ciclos de adubacdo foram frequentes e a localizagdo do fertilizante foi concentrada proxima
as raizes no substrato dos vasos.

Embora os citros apresentem alta atividade da redutase do nitrato (BAR-AKIVA &
SAGIV, 1967), a concentracdo de NO3 (140 a 220 mg L™) no extrato de seiva determinado
no presente estudo foi maior que aquela de NH,* (50 a 70 mg L™) (Tabela 5), corroborando
dados obtidos em plantas adultas em sistema de producéo sob fertirrigacdo (SOUZA et al.,
2012). Isso sugere que nas condigdes do presente estudo, 0s prejuizos causados pelo HLB

possivelmente foram associados mais a absor¢do do nutriente que aos varios processos do
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metabolismo de assimilacdo desse nutriente na planta. Essa hip6tese € suportada com a
observacdo de que os teores de NO3™ nesses extratos de seiva foram maiores nos tratamentos
que ndo incluiram Cu (NOs = 200 mg L™) e menores com o suprimento desse metal (NO5 =
140 mg L™), independentemente da sanidade da planta (Tabela 5). Os teores de Cu no extrato
de seiva sdo comparados agueles observados por SOUZA et al. (2012) em laranjeiras adultas
no campo. Apesar das quantidades aplicadas de Cu ndo terem sido excessivas, € possivel
afirmar pelo teor encontrado no extrato de seiva dos tratamentos que receberam o nutriente
(Tabela 6), que para plantas jovens como do presente estudo, concentragdes de Cu>1,0 mg L™
sdo prejudiciais a planta.

As concentragdes de Mg nos extratos de seiva diferiram entre os tratamentos sadios
(~354 mg L) e os tratamentos infectados (~270 mg L™) (Contrastes C, e C,; Tabela 5) o que
pode ser associado ao prejuizo aos tubos crivados e pela deposi¢éo de cal ose e p-proteinas nos
poros destes tubos em plantas HLB positivo, o que impede o fluxo normal de fotoassimilados
e de solutos como o0 Mg (FOLIMONOVA & ACHOR, 2010; KOH et al., 2012).

De forma similar & discussdo do parégrafo anterior, os teores de S diferiram nos
extratos de selva em relacdo aos tratamentos estudados (Tabela 5) e de forma correspondente
agueles observados para os teores totais de S nas folhas (Tabela 3; Item 4.3). Assumindo que
essa relacdo é verdadeira, a assertiva de SPANN & SCHUMANN (2009) de que o célculo das
concentracdes foliares dos nutrientes nas plantas com base na &rea foliar seria mais adequada
para corrigir discrepancias causadas pelo acumulo de amido nas folhas das plantas afetadas
pelo HLB pode ndo ser aplicavel em todas as condi¢bes de estudos (Item 4.2). Contudo, é
ainda necessario considerar nessa discussdo que o S inorganico (S-SOy4), assim como o N
inorganico, representa apenas uma pequena fragdo do nutriente total na planta
(MARSCHNER, 1995). Nesse contexto, destaca-se ainda que exista uma relacdo direta entre
os teores de N e S nas plantas, devido a ocorréncia desses nutrientes em aminoéacidos e
proteinas, assim, variagcdes no suprimento de N afetariam a demanda e consequente absor¢ao
de S pelas plantas (HANEKLAUS et a., 2006), o que explicaria os dados obtidos no presente
estudo. Nota-se que o teor de S no extrato de seiva para o TR6: CPLT- (~160 mg L™Y) é
comparado aguele observado para os tratamentos mais produtivos no estudo de fertirrigacéo
de citros desenvolvido por SOUZA et a. (2012). Outras diferencas demonstradas pela andise
de contrastes ortogonais demonstraram que nos tratamentos com a aplicacdo de Mn e Zn, os
teores de S foram maiores naqueles que néo receberam esses micronutrientes (TRO, 1, 2 e 5)
ou apenas receberam Cu (TR3) (Tabela 5), o que seria explicado pela aplicacéo das fontes de

sulfato fertilizante.
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Osteores de Ca, K e P nos extratos de seiva ndo diferiram em resposta aos tratamentos
estudados (Tabela 5). Algumas observacdes que se aplicam aos val ores relativos encontrados,
as quais referem ao fato da concentracgo de K (~3000 mg L™) ser bastante superior aos outros
nutrientes (<600 mg L™), o que é justificado pelo fato deste nutriente ndo apresentar papel
estrutural no metabolismo e estar mais relacionado a funcdo de ativacdo de enzimas e
equilibrio eletrénico nas plantas, aparecendo, entdo como um elemento livre nos varios
compartimentos celulares (MARSCHNER, 1995). Outra observacdo, que os dados néo
suportam as conclusdes do estudo de ZHAO et al. (2013) que a deficiéncia de P esta ligada
aos sintomas do HLB na planta. Notas-se que no presente estudo, embora as plantas
mostrassem ato nivel de infeccdo por Las (Item 4.6), ndo se verificou sintomas visuais
severos da manifestacdo da doenca nas plantas infectadas (Item 4.1). Acrescenta-se ainda a
discussdo, que o P é altamente remobilizado na planta e redistribuido para diferentes partes
guando esta € deficiente em P (ZAMBROSI et al., 2011). Assim, se a deficiéncia de P fosse
claramente associada aos sintomas do HLB, variacdes entre os teores no extrato de seiva no
presente estudo deveriam ser dispares ja na condicdo em que os sintomas de senescéncia

folhas das plantas afetadas pela doenga ainda ndo eram severos.

Tabela 5 - Teores de macronutrientes presentes no extrato de seiva de ramos de ultimo fluxo

vegetativo referentes as médias dos tratamentos nos trés periodos de analise.

Tratamento Nt NH," NO; Ca l\/ig K P S
-------- ----mg.L™ --------
0 SM+ 1400ab 70a  204abc 452a 224b  2768abc 354ab  71de
1Zn+ 1100ab 72a  214ab 423a 234b  2561bc  321b 87cde
2 Mn+ 1700a 60a 223a 568a 285ab 315la 423a 99bcd
3 Cu+ 700b 58a 141c 452a 288ab 2416¢c 353ab 57e
4CPLT+ 1100ab 55a 140c 620a 327ab 2826abc 4lla 132ab
5 SM- 1700a 60a  204abc 613a 380a 2873ab 371ab 117bc
6 CPLT- 1800a 53a 148bc 589a 328ab 2898ab 366ab 162a
Contrastes ortogonais
C,56vs01234 * ns ns ns * ns ns **
C, 56vs04 ns ns ns ns ** ns ns **
C;4vsl123 ns ns ns ns ns ns ns **
C, 6vs4 * ns ns ns ns * ns **
Cs Ovs4 ns ns * ns ns ns ns ns

Legenda: SM (Sem micronutrientes), Zn (aplicacdo de zinco), Mn (aplicagdo de manganés), Cu (aplicagdo de
cobre), CPLT (aplicagdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio);

ns, *, **, ndo signficativo e significativo aos niveis de 5% e 1% respectivamente;

médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).
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No que diz respeito aos micronutrientes (Cu, Mn e Zn), aandlise do extrato de seiva se
mostrou sensivel aos tratamentos nutricionais aplicados (Tabela 6). Destaca-se que 0s
coeficientes de correlagdo para teores totais nas folhas e nos extratos de seiva foram r?(Zn) =
0,99 (Prob. r <0,0001), r*(Mn) = 0,96 (Prob. r = 0,0008) e r*(Cu) = 0,73 (Prob. r = 0,073)
(Tabela?).

As concentragdes nos extratos de seiva ndo diferiram entre os tratamentos infectados
por HLB (+) e aqueles sadios (-) para plantas que receberam ou ndo as aplicacdes viafoliar e
via substrato, conforme contrastes C,, C,, C, e Cs (Tabela 6). O suprimento de Zn, Mn e Cu
causou aumento nas concentracdes determinadas no extrato de seiva até de sete vezes (Zn =7
mg LY, Mn=3mgL"eCu=2mg L") comparadas quando n&o houve a aplicacdo dos
nutrientes (Zn=1,5mg L™, Mn=0,4mg L™ e Cu=0,4 mg L ™). Ainda, essas concentracées
dos tratamentos com Zn, Mn e Cu, como Fe e B, com excecdo deste ultimo (cuja
concentracgo foi dez vezes menor; B ~0,5 mg L™), sdo da mesma ordem de magnitude dos
dados reportados no estudo de campo apresentados por SOUZA et al. (2012).

Voltando aos resultados da andlise de correlacdo, os dados obtidos suportam a
discussdo sobre os prejuizos do efeito do Cu na planta sobre o metabolismo de N (Tabela 7),
Visto que os coeficientes para teores nos extrato de seiva para Cu e NH," (r? = -0,76) e NOs’
(r* = -0,93) foram significativos (Prob. r <0,05). Da mesma forma, observou-se correlagdo
entre o teor total de Cu na folha e a concentracdo de NOs no extrato de seiva (r* = -0,91;
Prob. r <0,01).



Tabela 6 - Teores de micronutrientes presentes no extrato de seiva de ramos de ultimo fluxo

vegetativo referentes as médias dos tratamentos nos trés periodos de analise.

Tratamento Mn Zn Cu . Fe B
-------------------------------- 1
0 SM+ 0,7b 1,8b 0,8c 0,7abc 0,7abc
1 Zn+ 0,3b 7,2a 0,1d 0,8ab 0,8ab
2 Mn+ 2,9a 1,5b 0,1d 0,5¢ 0,5¢c
3 Cut 0,2b 1,3b 1,6b 0,4c 0,4c
4 CPLT+ 2,9a 6,7a 2,7a 0,5bc 0,5bc
5 SM- 0,6b 1,5b 0,5cd 0,8ab 0,8ab
6 CPLT- 3,7a 6,9a 2,7a 0,5abc 0,5abc
Contrastes ortogonais
C.: 56vs01234 *x *x ns ns ns
C,56vs04 ns ** ns ns ns
Cs34vsl1l23 *x ns * ns ns
Cs6vs4 ns ns ns ns ns
CS 0 VS 4 ** ** ** nS *

Legenda: SM (Sem micronutrientes), Zn (aplicagcdo de zinco), Mn (aplicacdo de manganés), Cu (aplicacdo de
cobre), CPLT (aplicagdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio);

ns, *, ** ndo signficativo e significativo aos niveis de 5% e 1% respectivamente;

médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).
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Tabela 7 - Matriz de correlagio de Pearson (r?) para teores de nutrientes sol Givei s determinados no extrato de seiva e totais nafolha dalaranjeira Péra
afetadas por HLB plantas e sadias. M édios de dados de andlises quimicas aos 180, 270 e 360 dias apos inoculacéo (DAI).

Ntseiva N H4+seiva NOS_seiva I:)seiva Cu seiva Mn seiva Zn seiva I\lfol ha I:>fol ha CufoI ha M Nfolha Znfol ha
Ntseiva 1,00
Prob. <r -
NH; sdiva -0,19 1,00
Prob. <r 0,6833 -
NO3sdva 0,40 0,72 1,00
Prob. <r 0,3751 0,0678 -
Psiva 0,35 -0,59 -0,08 1,00
Prob. <r 0,4479 0,1663 0,8678 -
CUssva -0,12 -0,76 -0,93 0,20 1,00
Prob. <r 0,7962 0,0493 0,0023 0,6602 -
MnNggiva 0,53 -0,69 -0,30 0,68 0,55 1,00
Prob. <r 0,2245 0,0894 0,5062 0,0897 0,1976 -
ZNssiva -0,04 -0,11 -0,32 -0,18 0,47 0,41 1,00
Prob. <r 0,9361 0,8219 0,4881 0,7015 0,2920 0,3674 -
Nfolha 0,73 <0,01 0,27 -0,31 -0,13 0,05 0,07 1,00
Prob. <r 0,0615 0,9949 0,5539 0,5001 0,7833 0,9149 0,8876 -
Pralha 0,26 -0,29 -0,35 -0,39 0,40 -0,03 0,25 0,72 1,00
Prob. <r 0,5698 0,5319 0,4447 0,3864 0,3722 0,9409 0,5814 0,0658 -
CUroha -0,60 -0,58 -0,91 -0,03 0,71 0,06 0,07 -0,41 0,14 1,00
Prob. <r 0,1527 0,1698 0,0045 0,9476 0,073 0,8913 0,8873 0,3566 0,7665 -
Mn¢giha 0,47 -0,66 -0,19 0,82 0,39 0,96 0,24 -0,10 -0,26 0,03 1,00
Prob. <r 0,2818 0,1054 0,6801 0,0235 0,3865 0,0008 0,6033 0,8353 0,5780 0,9478 -
ZNsoiha -0,01 -0,24 -0,43 -0,12 0,58 0,48 0,99 0,09 0,32 0,16 0,30 1,00
Prob. <r 0,9907 0,6095 0,3401 0,7925 0,1707 0,2748 <0,0001 0,8500 0,4771 0,7392 0,5108 -




45 Teor declorofila

Os tratamentos nutricionais ndo tiveram resposta no teor de clorofila tota e nas
determinacdes indiretas de clorofila pelas leituras SPAD (Tabela 8). Até o terceiro periodo de
andlise (360 DAI), as plantas ainda ndo apresentavam sintomas foliares de mosqueado
amarel o, atribuidos principalmente ao rompimento da membrana dos tilaci des (componentes
dos cloroplastos) pela pressdo do acimulo de amido nas folhas causado pela doenca (ACHOR
et al., 2010). Esse rompimento afeta diretamente a fotossintese e os teores de clorofila da
folha, ja que os tilacdides sGo componentes dos cloroplastos e possuem incorporados em sua

membrana proteinas e pigmentos que participam da fotossintese (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Tabela 8 - Resultados da andlise clorofila total e leitura SPAD referentes as médias dos

tratamentos.
Tratamento Cl 3roﬂ|aTotaI SPAD
mg g~ massa fresca
0O SM + 2,4a 63,0a
1 Zn+ 2,4a 64,9a
2 Mn+ 2,0a 64,5a
3 Cu+ 2,3a 65,7a
4 CPLT + 2,2a 64,8a
5 SM - 2,5a 66,9a
6 CPLT - 2,5a 65,8a
Contrastes ortogonais
C: 56vs01234 ns ns
C, 56vs04 ns ns
Cs;4vsl23 ns ns
C4 6vs4 ns ns
Cs Ovs4 ns ns

Legenda: SM (Sem micronutrientes), Zn (aplicagcdo de zinco), Mn (aplicacdo de manganés), Cu (aplicacdo de
cobre), CPLT (aplicagdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), - (sadio);

ns, ndo signficativo;

médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).

4.6 Quantificacdo de L as em funcao dos tratamentos

Nos trés periodos de avaliacdo do experimento ndo houve efeito dos tratamentos

nutricionais na populagdo de Las nas plantas quando comparados ao tratamento controle (TRO
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SM+) (Tabela 9). As variagdes iniciais (180 DAI) nos resultados das andlises de Ct foram
provavelmente consequéncia de uma infeccdo mais tardia da bactéria nas plantas analisadas
ou mesmo devido a distribuicdo desuniforme da bactéria na planta e a baixa densidade
populacional no tecido anaisado (TATINENI et al., 2008). Diferencas na transmisséo de
Liberibacter por borbulhas sdo observadas ao longo do tempo, e algumas plantas séo
precocemente diagnosticadas positivas engquanto outras demandam maior tempo para a
infeccdo. Isso é bem exemplificado na andlise subsequente (270 DAI) quando as plantas
analisadas apresentaram concentracGes de Las muito préximas. Embora o tratamento que
recebeu as aplicacbes de Zn (TR1) tenha hospedado um menor titulo de Las (Ct =28,2), este
ndo foi estatisticamente diferente dos demais. GOTTWALD et al. (2012), em experimento
com tratamentos nutricionais a base de fosfito de K, onde variou os componentes aplicados
junto a esse, como é&cido salicilico, macronutrientes (N, P, K e Mg) e micronutrientes (Zn,
Mn, Cu e Mo) juntos ou isolados e de diferentes fontes, além de produtos comerciais, também
nao observaram efeito dos tratamentos nutricionais no titulo da bactéria quando comparados
ao tratamento controle (somente N, P e K), e ainda detectou um aumento da incidéncia do
HLB no decorrer do tempo nas arvores de pomares nos quais o tratamento nutricional foi
adotado.

Em linha com essas observaces, JOHNSON et a. (2012) também mostrara, que a
populacdo de Las em plantas que receberam o manejo nutricional foram similares a de plantas
gque receberam a nutricdo tradicional. Ainda nesse contexto, STANSLY et al. (2013)
avaliaram um pomar durante quatro anos, no qual a partir do quarto ano, foi observada um
contribuicdo significativa na producdo das plantas onde se usou o0 tratamento nutricional
(baseado no programa foliar que vem sendo usado mais comumente pelos produtores na
Flérida) em conjunto com o controle intensivo do vetor, embora a incidéncia de HLB tenha
saltado de 30% no primeiro ano para 95% no terceiro.

Apesar de ter ocorrido certa variagdo entre o primeiro e o segundo periodo de coleta
(180 e 270 DAI), no terceiro periodo os valores de Ct se mostraram em média proximos a
22,0. Valores de Ct que se aproximam desta ordem sdo frequentemente encontrados em folhas
diagnosticadas com HLB na FHoérida (EUA), sendo o intervalo de 18,0 < Ct < 30,0 o mais
comum para mais de 90% das amostras analisadas (LI et a., 2005; McCOLLUM et al., 2013).
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Tabela 9 - Valores médios de Ct obtidos para as plantas submetidas aos tratamentos

nutricionais.
Valoresde Ct
Tratamento 180 DA 270 DAI 360 DAI
0SM+ 23 N 25
17Zn+ 26 28 23
2 Mn+ 24 20 22
3 Cu+ 26 20 21
4CPLT+ 23 20 20

Legenda: 0 SM+ (sem micronutrientes), 1 Zn (aplicacdo de zinco), 2 Mn (aplicagdo de manganés), 3 Cu
(aplicacéo de cobre), 4 CPLT (aplicagdo de Zn, Mn e Cu), + (infectado com Las), -- (dado ndo coletado);
médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si (Duncan = 0,05).

5 CONCLUSOES

As aplicacdes de Cu, Mn e Zn via foliar e via substrato ateraram o estado nutricional
das plantas, avaliado pela andlise quimica de folhas e pelo extrato de seiva, contudo néo
causaram reducdo no titulo da bactéria nas plantas infectadas por Las. Assim, concluiu-se que:

os tratamentos diferenciais com Cu, Mn e Zn ndo contribuiram para o aumento do
vigor ou da resisténcia das plantas a doenca;

plantas doentes, comparadas aquelas sadias, produziram menor quantidade de massa
de matéria seca de raiz, o que refletiu em menor massa de matéria seca total mesmo com o
maior peso especifico de folhas associado ao HLB;

0 suprimento de Cu causou prejuizos ao metabolismo da planta evidenciado pelos
menores teores de Nt, NH;" e NO3™ nos extratos de seiva para ambas as condic¢oes de sanidade
das plantas.
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