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ALTERACOES PROTEICAS E FISIOLOGICAS INDUZIDAS POR
DIAPHORINA CITRI KUWAYAMA EM GENOTIPOS DE CITROS

RESUMO: Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) apresenta grande
importancia econémica como vetor do Huanglongbing (HLB), doenca altamente
limitante & producdo de citros no mundo. Conhecimentos acerca da interagdo
entre vetor e planta hospedeira e que possam interferir no processo de
transmissdo da doenca sdo fundamentais para o estabelecimento de
programas de defesa fitossanitaria. Assim, esse trabalho foi desenvolvido com
0s objetivos de determinar alteragdes no perfil de proteinas em resposta a
infestac@o por adultos de D. citri em gendtipos de citros e de avaliar mudancas
nos parametros fisiolégicos de folhas sadias e infestadas pelo inseto em
plantas submetidas a déficit hidrico. Os gendtipos de citros avaliados foram um
porta-enxerto (‘Sunki Maravilha’) e uma copa (‘Valéncia’). As plantas foram
submetidas a infestacdo por D. citri durante cinco dias. Para avaliacdo das
alteracdes proteicas, proteinas totais foram extraidas das amostras em
condicbes desnaturantes e submetidas a eletroforese bidimensional. Mais de
300 spots foram detectados em ambos 0s genoétipos, com massa molecular
entre 14 e 97 KDa. Conclui-se que o0s genodtipos exibem perfis proteicos
distintos, observando-se proteinas exclusivas apoés infestacédo por D. citri. Para
avaliacdo das alteracdes fisiologicas, utilizou-se o analisador de gas a
infravermelho (IRGA). Para condutancia estomatica, verificou-se interagdo
significativa entre déficit hidrico e nivel de infestacdo. Conclui-se que a
infestacdo por D. citri reduz a condutancia estomatica de plantas sob estresse
hidrico.

Palavras chaves: Citrus spp; defesa fitossanitaria; melhoramento; vetor
Huanglongbing.
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ABSTRACT

PROTEOMIC AND PHYSIOLOGICAL CHANGES INDUCED BY Diaphorina
citri KUWAYAMA IN CITRUS GENOTYPES

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) presents a great economic
importance as a vector of Huanglongbing (HLB), disease highly limiting to the
citrus production worldwide. Knowledge about vector and host plant interaction
that can interfere in the process of disease transmission are basic for the
implementation of phytosanitary defense programs. Thus, this research was
developed aiming to determine changes in the protein profiles in response to
the infestation by D. citri adults in citrus genotypes and to evaluate changes in
the physiological parameters in leaves submitted or not to the infestation by the
insect under hydric stress. The genotypes evaluated were a rootstock (‘Sunki
Maravilha’) and a scion (‘Valéncia’). The plants were submitted to the infestation
by D. citri adults for 5 days. For protein changes evaluation, total proteins were
extracted from the samples under denaturing conditions and submitted to two-
dimensional electrophoresis. More than 300 spots were detected in both
genotypes, with molecular weight between 14 and 97 KDa. It is concluded that
the studied genotypes exhibit distinct protein profiles and exclusive proteins
profiles after D. citri infestation were observed in both genotypes. For evaluating
physiological parameters, an infrared gas analyzer (IRGA) was used. It was
observed a significant interaction between hydric deficit and infestation level for
stomatal conductance. It is concluded that D. citri infestation reduces the
stomatal conductance in plants under hydric stress.

Keywords: Citrus spp; phytosanitary defense; plant breeding; vecto
Huanglongbing.
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14
INTRODUCAO

As espécies de citros chegaram as Américas no final do século XV, originarias
das regides tropicais e subtropicais da Asia e do arquipélago malaio. A partir de
entdo, passaram a ser cultivadas em todas as regides que apresentavam clima
favoravel as plantas, expandindo-se em todos o0s continentes, exceto a
Antartida, sustentando o segmento da agroindustria e do agronegocio citrico
em varios paises (SOBRINHO et al., 2013).

Na agricultura brasileira, a laranja continua no topo da lista entre as principais
frutas produzidas, principalmente no estado de Sao Paulo, onde, dos 15
milhdes de toneladas de frutas frescas, 90% (cerca de 12 milhdes de
toneladas) correspondem a producdo de laranja. Também se destaca na
producdo de lima &cida Tahiti e tangerinas, como a Ponkan e o tangor Murcott.
O segundo estado produtor de laranja é a Bahia, com producédo de cerca de 1
(hum) milhdo de toneladas (Figura 1) (ABF, 2015; IBGE, 2014; LOPES et
al.,2011).

A laranja é cultivada em praticamente todos os estados brasileiros, ocupando
mais de 800 mil ha, o que corresponde a uma area 20 vezes maior do que 0s
pomares de maca, 10 vezes maior do que os plantios de manga e quase 0
dobro das areas cultivadas com banana (NEVES et al., 2010).

O pais ocupa a primeira colocacdo na exportacdo de suco de laranja, e é
responsavel por 60% da producdo mundial do produto. O principal comprador
da bebida brasileira € a Unido Europeia, que aumenta significativamente o
percentual de importacéo a cada ano (MAPA, 2014; AZEVEDO, 2013).

De acordo com Lopes et al.,, (2011), o dominio mundial de mercado que a
citricultura brasileira detém € responsavel por impulsionar o crescimento
socioeconémico do pais, contribuindo com a balanca comercial nacional e
atuando principalmente como geradora de empregos na area rural, direta e

indiretamente.
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Figura 1. Producéo brasileira de frutas por estado.

0S ESTADOS DAS FRUTAS - Fiuit states
Produg&o brasileira de frutas por Estado (toneladas)

ESTADDS 2003 204 PRINCIPAIS FRUTAS

580 Paulo 154977 380 15.183 268 { laranja 12,290,107 )

Bahia 3814389 4.058.6T8 ( banana 1.088.647, laranja 1.026.16T, mamao 794,565,
manga 430594 e maracujd 381.192 )

Fio Grande do Sul 2356173 2.399.633 (wva 812517 e maga 690422 )

Minas Gerais 2304303 2200873 (laranja 940,444 e banana 711397

Parand 1.648 41 1567181 ( laranja 979682 )

Santa Catarina 1.383.267 1.519.070 (banana T01 484 e maga 633.079 )

Pafnamblico 033629 a7e.010 ( banana 206470, s 236.179 & manga 218679 )

Para £61.038 860,703 ( banana 588 655)

Espirito Santo T18.700 B4T.TTO ( mamao 399.790)

Ceard T96.115 791.503 ( banana 452.541 )

Sengipe 750,606 134722 ( laranga 614,227 )

Subtotal 316100124 .246.4T1

Demnais estados 2143043 2043 334

Total ; : 3375372 33.289.805

Mais de 200 mil empregos, diretos e indiretos sdo gerados pelo setor citricola
em centenas de empresas diretamente ligadas ao setor, em milhares de
propriedades rurais, recolhendo impostos, movimentando estabelecimentos
nas principais regiées de producao, visto que a cultura esta presente em mais
de 3.000 municipios brasileiros (NEVES et al., 2010).

No ano de 2004, sintomas do Huanglongbing (HLB) ou ex greening foram
verificados em pomares citricos de cidades do estado de Sao Paulo, sendo o
primeiro caso no continente americano (TEIXEIRA, et al., 2005).

Causado por procarionte de importancia quarentenaria, o HLB é a doenca mais
destrutiva dos citros, pois ataca praticamente todas as espécies comerciais,
independente de copa ou porta-enxerto e ndao tem cura. Trés espécies do
agente causal Candidatus Liberibacter (Rhizobiales: Phyllobacteriaceae) foram
identificadas: Candidatus Liberibacter asiaticus, Candidatus Liberibacter
americanus e Candidatus Liberibacter africanus. Os vetores naturais da
bactéria sédo os psilideos Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera; trioziidae) e
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera, lividae), esse ultimo é o vetor presente
no Brasil (BOVE, 2006; MANJUNATH et al., 2008; SUGAYAMA et al., 2015).

O HLB é responsavel pelo amarelecimento das folhas, limitacdo produtiva da
planta, reducdo do stand, causando perda na produtividade bem como pela
depreciacdo dos frutos para comercializacdo (WU et al., 2009; SUGAYAMA et
al., 2015).
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Em levantamento realizado pelo Fundecitrus, entre outubro de 2014 e marco
de 2015, constatou-se a presenca de cerca de 35 milhdes de plantas
infectadas pela doenca. Adicionalmente, relatou-se a redu¢do do numero de
plantas erradicadas devido ao HLB em S&o Paulo e Minas Gerais. Esses dados
sdo alarmantes, visto que indicam que as plantas infectadas ndo estdo sendo
erradicadas com o devido rigor possibilitando a disseminagéo da bactéria.

Essa falta de controle produzir4 impactos significativos em médio prazo, pois
as plantas perderédo sua capacidade de producdo a medida que os sintomas
evoluirem, o que levard a queda na produtividade e competitividade no
mercado (RIBAS et al., 2016). Algumas estratégias de controle sédo utilizadas
visando mitigar a doenca, como utilizacdo de mudas e borbulhas sadias,
producdo de mudas em viveiros protegidos com tela antiafidica, monitoramento
constante de plantas sintomaticas, erradicacao de plantas infectadas e controle
dos psilideos (BOVE, 2006; GIRARDI et al., 2011; GRAFTON-CARDWELL et
al., 2013).

Nas areas onde ocorre o HLB, o controle quimico do vetor é feito quase que
semanalmente, aumentando os riscos de intoxicagdo e de presenca de
residuos nos frutos. Assim, métodos alternativos de controle de baixo impacto
ambiental sado requeridos.

Sabendo-se que plantas infestadas podem alterar seu metabolismo visando a
producdo de compostos de defesa, o conhecimento das interacdes entre planta
hospedeira e vetor, com base nas respostas no perfil proteico das plantas, é
importante para avaliar o efeito do inseto sobre o hospedeiro.

Considerando que a ocorréncia do inseto esta condicionada a presenca de
fluxos de brotacdo, as respostas fisiologicas da planta ao inseto podem ser
alteradas em funcao de estresse de natureza abidtica, como o estresse hidrico.
Assim, o estudo das interacfes entre D. citri e seu hospedeiro, com base nas
diferencas no perfil proteico de gendtipos de citros e nas respostas fisiologicas
da planta ao ataque do inseto, pode contribuir ao avanco do conhecimento Util

ao desenvolvimento de alternativas de manejo da praga.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho teve como obijetivo identificar alteracfes proteicas e fisioldgicas

induzidas por Diaphorina citri em dois genotipos de citros.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos alcangados com esse estudo foram:

Determinar alteracdes no perfil de proteinas relacionadas a respostas
a infestacao pelo psilideo D. citri, em gendtipos de citros (porta-enxerto ‘Sunki
Maravilha’ - Citrus sunkii ex Tan. e copa ‘Valéncia’ - Citrus sinensis (L.)
Osbeck.

Avaliar as mudancas nos parametros fisiologicos de folhas sadias e
infestadas por D. citri em gendtipos de citros (porta-enxerto ‘Sunki Maravilha' e

copa ‘Valéncia’) submetidos a déficit hidrico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 IMPORTANCIA DA CITRICULTURA NO BRASIL

A historia da citricultura esta relacionada aos primoérdios do pais, quando, ainda
no periodo de 1500, apGs a descoberta do Brasil, as primeiras sementes de
laranja doce foram introduzidas pelos portugueses nos Estados da Bahia e Séo
Paulo (EMBRAPA, 2003).

Ainda nos tempos atuais, a laranja continua encontrando condi¢des favoraveis
para seu desenvolvimento, levando-se em consideracdo que a fruticultura é
uma atividade presente em todos os estados brasileiros, tendo variacoes em
espécies cultivadas e producédo. O estado de Sdo Paulo destaca-se como o
maior produtor de frutas frescas, tendo como carro-chefe a laranja; o segundo
estado brasileiro produtor de laranja é a Bahia (ABF, 2016).

De acordo com Neves et al. (2010), a alta qualidade do suco de laranja
brasileiro o tornou conhecido mundialmente, fazendo com que o Brasil detenha
53% da producdo mundial e tornando-se o maior exportador, atingindo 98% na
exportacao dessa produgéo.

A importancia da citricultura no setor econémico e social no Brasil é expressa
em numeros: aproximadamente 1 (hum) milhdo de hectares de area plantada
(ha) e producdo de frutas superior a 19 milhdes de toneladas, resultando
cerca de 1,5 bilhdes de délares anuais na economia do pais. No estado de Séo
Paulo, o setor citricola gera mais de 500 mil empregos diretos e indiretos
(EMBRAPA, 2003).

Apesar da baixa rentabilidade ocasionada pela estiagem no final de 2014, entre
outros fatores relevantes como o HLB, o Brasil € o Unico pais que consegue
atender seus principais clientes: Unido Europeia e Estados Unidos. Dos
concorrentes do Brasil, os Estados Unidos enfrenta sérios problemas com o
HLB, tendo sua producéo reduzida anualmente, e a China da preferencia ao
consumo nacional e ndo a exportacédo (ABF, 2016).

Dentre as cultivares utilizadas na citricultura nacional, a laranja ‘Valéncia’
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) destaca-se na producdo e comercializacdo de
suco, sendo também bastante consumida in natura. E utilizada como copa, pois

possui um teor elevado de suco, excelente sabor e coloracdo atraente do fruto.
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Do ponto de vista comercial, € uma das principais cultivares de laranja doce
comercializadas pelos grandes e pequenos produtores (BLUMER et al., 2006).
Entre os principais porta-enxertos citricos comerciais, destaca-se a tangerina
‘Sunki Maravilha’ (Citrus sunkii ex Tan.), indicada em combina¢gdes com copas
de laranja doce, conferindo as mesmas elevado vigor e produtividade de frutos,
de qualidade compativel a verificada em copas enxertadas em limoeiro ‘Cravo’.
Esse genoétipo € sensivel & escassez de agua, e apresenta tolerancia a
doencas, declinio dos citros, salinidade e a morte stbita dos citros (AZEVEDO,
2013).

3.2 IMPACTOS DO HUANGLONGBING NA CITRICULTURA

A fitossanidade esta diretamente ligada a economia em termos gerais e,
portanto, ao agronegocio da citricultura. Os prejuizos que as pragas e doencas
causam a producdo podem acarretar abandono de propriedades,
consequentemente impactos na geracéo de renda de uma regido e éxodo rural,
desestabilizando a balanca comercial do pais (SUGAYAMA et al., 2015).

A citricultura baiana apresenta uma grande vantagem quando comparada a
paulista, em vista da auséncia do HLB na Bahia, permitindo a expanséo do seu
mercado, inclusive de frutos in natura. Por sua vez, o estado de S&o Paulo foi o
primeiro no pais a detectar o HLB, o que fez com que os custos de producéo
de citros aumentassem, colocando em risco a sustentabilidade do agronegdcio
(SILVA, 2008).

De acordo com Oliveira et al. (2013), na iminéncia de entrada do HLB na Babhia,
na auséncia de medidas de controle, cenarios projetados para 20 anos
apontam prejuizos superiores a 1,8 bilhdo de reais na economia do estado,
com base no percentual de perdas e em precos médios pagos aos produtores.
Para o estado de S&o Paulo, as projecfes para 20 anos apontam prejuizos
estimados entre 13 a 20 bilhdes de reais, tomando-se como base o potencial
de reducdo da produtividade, a diminuicdo da densidade dos pomares e a
erradicacao de plantas infectadas pelo HLB (SUGAYAMA et al., 2015).

Com status de area livre do HLB, a Bahia, como segundo produtor nacional de
citros, atrai varios investidores do agronegécio, porém, com a presenca do

inseto vetor do HLB em seu territorio e de seu hospedeiro alternativo, Murraya
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paniculata, o estado deve ficar em alerta fitossanitario para evitar a introdugao
da doenca (ALMEIDA, 2012).

3.3 HUANGLONGBING (HLB): AGENTE CAUSAL

Agente causal do HLB, a bactéria Candidatus Liberibacter spp. (Rhizobiales:
Phyllobacteriaceae) (Figura 2) tem trés espécies associadas a doenca:
Candidatus Liberibacter asiaticus, C. L. americanus e o C. L. africanus,
considerando que as espécies asiatica e americana estao presentes no Brasil
(BOVE, 2006; BELASQUE JUNIOR et al., 2009; MACHADO et al., 2010).

Figura 2 (A e B). Micrografias da bactéria Candidatus Liberibacter spp. presente em vasos de

floema de vinca (Catharantus roseus). Fonte: Tanaka et al. (2007).

Em estudos relacionados a codificacdo de genes, verificou-se que a bactéria C.
Liberibacter depende exclusivamente da interagdo de simbiose com o
hospedeiro, para seu metabolismo funcionar, compartilhando assim, recursos
nutricionais e proteinas essenciais para a manutencao da vida dos individuos
(VYAS et al., 2015).

A disseminacdo da doenca € causada provavelmente pelo periodo de
incubacgéo na planta, ou seja, periodo desde a transmissao até o aparecimento
dos sintomas, que pode durar de meses a um ano (BASSANEZI et al., 2010),
caracterizando-a como uma doenca silenciosa. Por causa disso, plantas
infectadas podem se manter assintomaticas por um longo periodo, concorrendo

para a disseminacdo da bactéria e dificultando o manejo do pomar.
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Praticamente todas as espécies comerciais de citros sdo atingidas pelo HLB,
tornando-se a mais destrutiva doenca no ambito da citricultura (BOVE, 2006).
Em plantas de citros infectadas, os sintomas tipicos em folhas incluem
mosqueamento (Figura 3), amarelecimento, manchas assimétricas e nervuras
proeminentes e corticosas, mosqueado assimétrico do limbo foliar e
deformagao (chamada de “orelha de coelho”). Em frutos, os sintomas sao
assimetria, amarelecimento da regido proxima ao pedunculo, deformacgéo da
columela (Figura 4) e abortamento de sementes. Na planta, em geral, ocorre
queda de frutos e morte de ponteiros (GIRARDI et al.,, 2011; MAFRA et al.,
2013).

Foto: Eduardo A. Girardi

Figura 3. Sintoma de mosqueamento das folhas em citros devido a infeccéo pelo HLB. Fonte:
Girardi et al. (2011).

|||
Foto: Eduardo A. Girardi

Figura 4. Frutos citricos sadios (a esquerda) e frutos menores infectados pelo HLB (a direita).
Fonte: Girardi et al. (2011).
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Apesar de a doenca apresentar inicialmente lesées nas folhas, estudos
revelaram que a infeccdo pela bactéria é generalizada em todo o tecido do
floema (JOHNSON et al., 2014).

3.4 O VETOR DO HLB: Diaphorina citri KUWAYAMA

Duas espécies de psilideos sdo hospedeiros vetores da bactéria: Trioza
erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Triozidae) e Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) (Figura 5), sendo este ultimo o vetor presente no Brasil
desde 1942 (BOVE, 2006; MANJUNATH et al., 2008; SUGAYAMA et al., 2015).
Segundo Teixeira et al. (2005), nos Estados Unidos, o psilideo é considerado

como objeto de bioterrorismo, devido ao seu alto poder de destruicdo dos

pomares.

. Nilton F. Sanches Foto: Nilton F. Sanches|

Figura 5. Adulto (A) e ninfa (B) de Diaphorina citri.

Adultos e ninfas de D. citri em todos os estagios podem transmitir o patdgeno
do HLB ao se alimentarem de uma planta infectada por pelo menos 30 minutos
(WU et al., 2009), entretanto a eficiéncia de transmissdo € mais alta quando o
inseto adulto adquire a bactéria quando na fase de ninfa.

O ciclo de ovo a adulto dura de 20 a 40 dias, dependendo do hospedeiro e das
condicdes meteorolégicas (BOVE, 2006; GRAFTON-CARDWELL, 2013). Com
longevidade de 90 a 120 dias, o psilideo pode transmitir a bactéria
fitopatogénica, que multiplica-se no interior do vetor, até a morte do inseto
(GIRARDI et al., 2011).
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O psilideo possui inumeros hospedeiros incluindo muitas espécies de citros,
bem como a murta, Murraya paniculata (L.) Jack (Figura 6) e a severinia,
Severinia buxifolia (Poir.) Ten. (Figura 7), além de ter voos curtos facilitando
sua atividade de disseminacao, ou ainda sendo carregado a longas distancias
por massas de ar (BASSANEZI et al., 2010; GIRARDI et al., 2011).

:.‘..-f"l’."_ .p‘.' -'
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Figura 6. Planta de murta (Murraya paniculata).  Figura 7. Planta de severinia (Severinia
Fonte: Girardi et al.,(2011). buxifolia).Fonte: Girardi et al., (2011).

3.5 MANEJO DO HLB

De acordo com Manjunath et al. (2008), o HLB é uma doenca de dificil manejo
devido a natureza ndo especifica dos sintomas, prolongado periodo de
laténcia, distribuicao irregular do patdgeno, efeito do ambiente (especialmente
temperatura) na expressao dos sintomas e multiplicacdo bacteriana, provavel
variacdo na tolerancia tanto da planta hospedeira quanto do vetor a bactéria e
natureza da bactéria. Assim, os autores discutem que uma das alternativas
para reducdo dos prejuizos causados pelo HLB é o controle dos insetos
vetores.

Inspecdes periddicas sdo necessarias para deteccdo e eliminacdo de plantas,
no maximo de 2 a 4 meses de intervalo (BELASQUE JUNIOR et al., 2009),

sendo que pomares com o percentual de plantas com sintomas de HLB for
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superior a 28%, devem ser erradicados conforme INSTRUCAO NORMATIVA
MAPA N° 53, de 16 de Outubro de 2008.

Estudos de Gottwald (2010), afirmam que numa inspecao visual, para cada
planta infectada sintomatica, presume-se que ha 54 plantas infectadas
assintomaticas.

Quando uma praga quarentendaria é introduzida e se estabelece em um
territério, o controle € uma ferramenta aliada a defesa vegetal, pois 0 mesmo
ameniza 0s prejuizos causados pela praga (SUGAYAMA et al., 2015).

Em S&o Paulo, mais de 12 milhdes de arvores foram erradicadas entre 2005 e
2011 (BASSANEZI et al., 2010). Apesar de imprescindivel para o manejo do
HLB, o elevado numero de pulverizagbes (14 a 28/ano, as vezes até 54/ano)
acarreta desequilibrios diversos, aumento de custos e inviabilidade de adocéo
de certificacdes da qualidade da producéao.

Assim, justifica-se a realizacdo de pesquisas visando ao desenvolvimento de
estratégias de controle do inseto vetor. O estudo das interagBes entre planta
hospedeira e vetor utilizando-se as ferramentas de andlise protedbmica e
fisioloégica pode auxiliar no desenvolvimento de métodos mais sustentaveis de
controle (GRAFTON-CARDWELL et al., 2013).

3.6 ANALISE DE PROTEINAS

Proteomica € o estudo da populacéo de proteinas ou de uma especifica que se
expressa diferencialmente, presentes em um determinado tecido ou célula, em
uma determinada etapa do desenvolvimento, em uma determinada condicéo
abidtica e bibtica se tem como objetivo avaliar fenotipica, quantitativa e
qualitativamente e expressao de proteinas (MEIRELES, 2007).

A protedbmica possibilita a identificacdo de provaveis modificacdes pos-traducao
de proteinas e também pode testar se proteinas séo traduzidas e acumuladas
apos a expressao dos genes que a codificam (BERTOLDE et al., 2014).

A identificacdo genética de uma estrutura importante, no processo de defesa
contra pragas esta intimamente ligada a identificagcdo da matriz proteica dessa
estrutura (MENDES, 2010).
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A eletroforese € uma tecnologia agregada a proteémica; ela € uma técnica que
separa proteinas em funcdo de um campo elétrico a partir da migragdo das
moléculas carregadas em uma solu¢do, quanto maior a carga, maior sera a
velocidade da substancia em relacdo a outra que possui menor carga (ROCHA
et al., 2005).

A técnica da eletroforese bidimensional consiste em incubar o gel de IPG -
Immobilized pH gradient - com a solucdo de uma amostra, a qual € submetida
a um campo elétrico para a focalizacéo isoelétrica ou primeira dimensao. As
proteinas focalizadas sdo separadas de acordo com sua massa molecular a
partir de uma segunda dimensdo, onde o perfil bidimensional € visualizado
apos coloracado por marcadores (SOUSA, et al., 2014).

O método de eletroforese bidimensional (2D) destaca-se por ser um estudo
eficaz, que analisa misturas complexas de proteinas extraidas a partir de
células, tecidos ou de outras amostras biolégicas (GORG, 2004), a técnica tem
sido uma das mais utilizadas para a separacdo de proteinas, pois a mesma
consegue a partir de uma Unica amostra separar, identificar e quantificar
inUmeras proteinas.

Na proteOmica para se obter bons resultados, deve ser realizada uma
preparacao apropriada de amostras, estabelecer o melhor método de extragéo,
precipitacdo e solubilizacdo de proteinas de acordo com o tipo da amostra
(RIVEROS et al., 2010).

Geralmente tecidos vegetais apresentam concentracdes mais baixas de
proteinas e niveis mais elevados de materiais que interferem nas extracées de
proteinas (BERTOLDE et al., 2014).

Pirovani et al. (2008) desenvolveram um protocolo de extracdo de proteinas a
partir de meristemas e folhas de cacau sob condi¢bes desnaturantes utilizando
fenol/tampé&o, e SDS denso, em combinagdo com o processo de sonicacao,
que permite ser realizado em todos os tipos de material vegetal, onde as
separacodes resultaram em géis com minima contaminacédo e de alta resolucéo,
adequado para os metodos de 1 DE e 2 DE.

Para que se possa entender melhor o processo de protedmica, ela pode ser
dividida em trés areas; a primeira consiste na microcaracterizacao proteica,
onde se identifica as proteinas e suas modificacées pés-traducionais em larga

escala, a segunda trata-se da manifestacdo da diferenca para a comparacao
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dos niveis de proteinas com aplicacdo em uma ampla faixa de doencas, e por
fim, o estudo das interac6es usando técnicas como espectrometria de massa
(RIVEROS et al., 2010).

3.7 ANALISES FISIOLOGICAS

Entre os fatores abidticos que afetam as plantas, o déficit hidrico atualmente é
0 que apresenta uma das maiores limitacdes a expansao de cultivo de citros. O
déficit hidrico ocorre quando as raizes ndo conseguem suprir a parte aérea em
relacdo a demanda de agua, reduzindo a transpiracdo até niveis criticos
(SAMPAIO, 2014). A agua é transportada por meio do sistema solo, planta e
atmosfera sendo controlada pelas resisténcias impostas pela raiz, caule, folha
e estOmato.

A deficiéncia hidrica afeta os parametros fisioldgicos das plantas de citros,
alterando a condutancia estomética, transpiracdo e fotossintese (MEDINA et
al., 1999). Em situacdoes de escassez de agua, a produtividade da planta
diminui devido a alteracédo no metabolismo da planta (NOGUEIRA et al., 2001).
O estresse hidrico pode ocorrer pelo excesso ou deficiéncia de agua. Em
regides do Nordeste brasileiro, o déficit hidrico € considerado o fator mais
limitante ao crescimento, desenvolvimento e produtividade da planta
(SUASSUNA et al., 2012).

A fim de controlar a deficiéncia hidrica em regides semiaridas, € interessante a
utilizacdo de porta-enxerto com boas caracteristicas de adaptagfes climaticas,
com tolerancia a seca e com diversidade de resposta a deficiéncia hidrica
(SUASSUNA et al., 2012). Segundo Nogueira et al. (2001), gendtipos de citros
gue apresentem resisténcia a deficiéncia hidrica se constituem em excelentes
materiais para serem utilizados em combinacbes de porta-enxerto e copa.
Essas combinacdes tém a finalidade de desenvolver a resisténcia da planta a
escassez de agua e permitir que o sistema fisioldgico néo seja afetado.

A relacdo parte aérea e raiz € bastante estudada, principalmente quando esta
relacionada ao déficit hidrico (MEDINA et al., 1999; CERQUEIRA et al., 2004;
SAMPAIO, 2014). De acordo com Cerqgueira et al. (2004), hibridos apresentam
melhores respostas a tolerancia a desidratacdo, mantendo as trocas gasosas e

producdo de massa seca.
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Embora os sintomas do HLB sejam principalmente visualizados na parte aérea,
0 sistema radicular apresenta importante papel na disseminacdo da bactéria
pela planta (JOHNSON et al., 2014).

Alguns trabalhos tém sido realizados avaliando-se essas interacdes, entretanto,
em sua maior parte, o foco tem sido sobre o impacto da infestacao de insetos
nos processos fisiolégicos vegetais (RETUERTO et al., 2004; LEMOS FILHO et
a., 2007; BUENO et al., 2009).

Para D. citri, Malik et al. (2013) verificaram alteracdes no perfil prote6mico
(aminoacidos livres e poliaminas) em folhas de citros infestadas e submetidas a
estresse hidrico, indicando o potencial de producdo de compostos de defesa

em resposta ao ataque da praga.
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Resumo

Alterac@es proteicas induzidas pelo psilideo dostims em gendétipos de citros
O psilideoDiaphorina citri Kuwayama € o vetor da doenca conhecida como
Huanglongbing (HLB), principal ameaca a citricultura mundialecainda nao tem
cura. Informacdes sobre a interacdo entre vettarggphospedeira podem contribuir
para o avango no desenvolvimento de métodos dejonda@raga. O objetivo do
trabalho foi determinar alterag@es no perfil degiras relacionadas a respostas a
infestacdo pelo psilideo em genotipos de citrogtgpenxerto ‘Sunki Maravilha’ e copa
‘Valéncia’). As plantas foram infestadas frcitri a proporcao de 15 insetos por
gaiola. Apds o periodo de cinco dias, as amostdeldas foram coletadas e
armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. Proteirsis ti# tecido foliar foram extraidas
das amostras em condi¢cdes desnaturantes, sendetaldsra eletroforese
bidimensional. Foram detectadgmts de proteinas com massa molecular entre 14 e 97
KDa. Em ‘Sunki Maravilha’, 648pots foram identificados, sendo 62 comuns, 249
exclusivos do tratamento com infestacdo e 337 exas do controle. Para Valéncia’,
543 spots foram detectados, sendo 129 comuns a ambos asgatos, 191 exclusivos
para folhas infestadas e 223 exclusivos da conaigatrole. Os genotipos exibem
perfis proteicos diferenciados mostrando difereimessidades entre os tratamentos.
Além disso, proteinas unicas sdo observadas emsansbgendtipos apos infestacdo por
D. citri. Andlises adicionais sdo necessarias para melhgore@msao das respostas da

planta ao inseto.

Palavras-chavédiaphorina citri, eletroforese bidimensional, prote6mica.
Abstract
Proteic changes induced by the asian citrus psyllioh citrus genotypes
Rationale The psylidaphorina citri Kuwayama is the disease vector of
Huanglongbing (HLB), the main threat to citrus cw@rldwide and with a unknown
cure. Knowledge about the host plant and the vegteraction may contribute for
developing methods of integrated management ofiss.

Objective The objective of this work wadetermine changes in the

protein profil related to responses to the psytlféstation in citrus genotypes (a
rootstock ‘Sunki Maravilha’ and a scion ‘Valéncia’)

Methods The plants were infesteD.lyytri at the proportion of 15

insects per cage. After five days, samples of leawere collected and stored in ultra-
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freezer at -80 °CTotal protein of leaf tissue were extracted from sample under
denaturing conditions, and subjected to two-dinemedi electrophoresis.

Results The protein spots presentéztolar weight between 14 and

97 KDa. In ‘Sunki Maravilha’, 648 spots were iddietl, 62 common to treatments, 249
exclusive for infested treatment and 337 for cdnfor ‘Valéncia’, 543 spots were
observed, 129 common to both treatments, 191 exeléisr infested leaves and 223 for
control

Conclusion The genotypes exhibit different protein profile®wing
differential intensities between treatments. Moe¥ounique proteins were observed in
both genotypes after infestation Dycitri. Further analysis is needed to better

understand plant responses to the insect.

Keywords:Diaphorina citri, two-dimensional electrophoresis, proteomics.

Introducao
A citricultura mundial vem sendo ameacada pélanglongbing (HLB), doenca cujo
agente causal é a bacté&@andidatus Liberibacter spp. Plantas infectadas apresentam
coloracdo amareladas nas folhas, reducéo de pvathde e alteracao na qualidade dos
frutos, com graves consequéncias socioecondmisagradutores (Bové, 2006;
Grafton-Cardwell et al., 2013; Manjunath et al.020 Essas bactérias sdo restritas ao
floema e podem ser transmitidas por material végetctado ou por psilideos
infectivos:Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera:Trioziidae)Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), o qual ocorre na8kcomo vetor (Bové, 2006;
Grafton-Cardwell et al., 2013). Ap0s a infeccaosiosomas do HLB podem se
manifestar em um periodo de tempo que varia dealmeses a quase dois anos
dependendo de alguns fatores como o gendétipode idies plantas e seu estagio
fenoldgico e a época do ano (Grafton-Cardwell .eR8l13; Mafra et al., 2013), o que
dificulta o seu manejo.
Tendo em vista que a maior incidéncia de planmsalinente sintomaticas € observada
entre o final do verdo e inicio da primavera, seja®a maxima detec¢ao ocorre entre
outono e o inverno (Bassanezi et al., 2010).
Considerando que a doenca ndo tem cura e que feddetadas as variedades de citros,
a melhor estratégia € evitar sua entrada nas segifida livres do HLB com barreiras

guarentenarias eficientes. Nas regifes onde jagaualmente, os pilares para o seu
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manejo estdo embasados no controle do vetor, usngmuimico, associado a
utilizacdo de mudas produzidas em viveiros teladesadicacdo de plantas
sintomaticas. Entretanto, os prejuizos causadtmngo dos anos s6 vém aumentando
(Bové, 2006; Grafton-Cardwell et al., 2013). Noahsrdagens sobre as interacdes
entre planta e vetor sdo necessarias visando aoa#gimento de estratégias de
manejo do HLB (Mafra et al., 2013; Nwugo et al.120Ranulfi et al., 2016; Vyas et

al., 2015; Yan et al., 2013). Os mecanismos desdafas plantas contra o ataque de
insetos € muito complexo e envolve, comumentepdygido e secrecao de proteinas ou
metabolitos de defesa, muitas vezes distribuidopates nao infestadas na mesma
(Das et al., 2013; Witzany, 2006). Diferencas neipde expresséo de proteinas
podem explicar os processos moleculares e fisicd§genvolvidos com a infestacao por
D. citri (Malik et al., 2013) ou mesmo pela infeccdo peld3HNwugo et al., 2013).
Assim, esse trabalho foi desenvolvido com o obgetig identificar possiveis alteracdes
proteicas induzidas p@. citri em gendtipos de citros que possam ser Uteis em

programas de manejo da praga.

Material e métodos
Infestacao por adultos deD. citri
Dois gendtipos, um porta-enxerto (‘Sunki Maravi)r@uma copa (‘Valéncia’) foram
avaliados. Mudas de cinco meses de idade, mamidasacos plasticos e no interior de
telado antiafidico, foram utilizadas. As plantasafo submetidas a infestacao por
citri, & proporcao de 15 insetos por folha (Malik et2013). Os insetos foram oriundos
de criacdo mantida em laboratorio. Para confinameéos insetos, foram utilizadas
gaiolas devoil com fechamento em velcro. Cada gaiola envolveufotha apical
desenvolvida por planta, sendo utilizadas quati@damem cada planta. O
delineamento experimental utilizado foi inteirangecasualizado em esquema fatorial
(2 x 2 x 2), com 2 gendtipos, 2 niveis de infestag@m e com insetos), 2 avaliacdes
(inicial e final) e 4 repeticdes por tratamento.
Coleta e armazenamento das amostras
Inicialmente, uma amostra composta de quatro falkastros de quatro plantas (16
folhas formando umpool) foi coletada por genétipo e por tratamento (serore
insetos) antes da infestacdo (tempo zero), e naendich nitrogénio liquido, sendo

posteriormente armazenadas em ultrafreezer a -80°C.
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A infestacdo com adultos de citri foi feita um dia apds a coleta inicial, utilizanse
gaiolas devoil, de folhas, conforme anteriormente mencionadogterero). Quatro
plantas de cada genoétipo foram mantidas sem igfsa constituiram a testemunha
para 0 experimento.

Apos o periodo de cinco dias (Malik et al., 2013)jnsetos foram removidos das
gaiolas e as amostras de folhas infestadas e fé&tadas (testemunha) foram coletadas
e mantidas em nitrogénio liquido (tempo cinco).tearmente, foram armazenadas em
ultrafreezer a -80 ° C e liofilizadas

Extracdo de proteinas

Proteinas totais de tecido foliar de citros foratnaédas em condi¢cdes desnaturantes
segundo Pirovani et al. (2008). Upool formado por dezesseis folhas jovens (quatro
folhas de quatro plantas por tratamento) proveegedé plantas de citros foi macerado
em nitrogénio liquido e cerca de 0,3 g de p6 forassuspensos em acetona 100% e
centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos. O pitdp foi novamente lavado com o
mesmo volume de acetona 100% e centrifugado, soteasas condi¢des. Logo apos,
o precipitado foi mantido em temperatura ambieata gecar. Foram feitas continuas
lavagens com acido tricloroacético 10% em acetoh@A, para despigmentacdo do
material, sendo que, a cada lavagepel tet foi ressuspenso por sonicagao em
ultrassonicador de sonda (Gex 130, 130 W). Entéea, lavagem com TCA 10 % em
agua foi realizada e a amostra foi submetida &agéo e, por fim, a amostra foi lavada
com acetona 80%. Posteriorment@geldet foi solubilizado com tampé&o SDS-denso
(sacarose 30%, SDS 2%, 0,1 mdi.Tris*-HCI pH 8,0, 2-mercaptoetanol 5%) e
submetido a sonicacao.

Um volume de fenol pH 8,0 foi adicionado e incubpado 30 minutos, sob agitacdo em
temperatura ambiente e centrifugado por 10 minate800x g. As proteinas da fase
fendlica foram extraidas com lavagens consecutwastampao SDS denso e
incubados por 14 h a -20 °C com cinco volumes é&asm de aménio 0,1 molilem
metanol.

A amostra de 20000 x g foi centrifugada por cingoutos e lavadas trés vezes com
acetato de amonio 0,1 moflem metanol, duas vezes com acetona e uma vez com
etanol 70%. Finalmente, as amostras foram colocauaemperatura ambiente para
secar e foram armazenadas em freezer -20°C.

As proteinas foram quantificadas usando o kit 2r@ude acordo com as

recomendacdes do fabricante (GE Healthcare). Aerdragdo da proteina foi ajustada
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a 1 mg.mf* e 400 pg foram usados no gel de eletroforese bitiional. A anélise
comparativa de perfis proteicos de tecido foliaréalizada por meio de eletroforese
bidimensional.

Eletroforese bidimensional (2-D)

Aproximadamente 400 g de proteinas foram dissadveain 350 pl de tampéao de
reidratacdo e aplicadas enips de 13 cm, com gradiente de pH imobilizatieG-
immobilized pH gradient) entre 4-7 e depois submetidas na unidade deiFacabd
Isoelétrica EthanlPGphor 111). A segunda dimenséo foi realizada em gel de
poliacrilamida 12,5% no sistema de eletroforesécsdrHOEFER SE 600 Ruby
(Amersham Bioscience). Gpots de proteinas foram visualizados por impregnacao
com corante Azul de Coomassie Brilhante (Neuho#fl t1988). Para isso, ap0s a
eletroforese os géis de poliacrilamida foram cadosaem tampéao de fixacéo (etanol
40% e acido acético 10%) por 1 h, em seguida astpdo foi substituido pelo corante
azul de Coomassie coloidal (sulfato de amdnio 8¥lo&osforico 0,8%, azul de
Comassie G-250 0,08% e metanol 20%) onde permarea@rando por cinco dias.
Apos esse procedimento, o corante foi retiradaedipiente e substituido por agua
destilada, onde os géis foram mantidos sob suatsgag até a remoc¢ao do corante
impregnado nos géis. Para cada ponto de coletan foreparados géis em triplicata.
Aquisicdo e analise das imagens

Os géis foram escaneados usando o ImageScanAendrgham) em 300 dpi, para
posterior analise das imagens no software Imagevia€d (GE Healthcare).

Em seguida, as imagens dos géis 2-DE foram anaisadomparadas para a
identificacdo e quantificagéo relativa dpsts, usando o software ImageMaster 2D
Platinium em graficos 3D, considerando area e sitlaxle dospots. O teste de
ANOVA foi usado para demonstrar diferencas sigatfias entre a mudanca de
intensidade dospots.

Tratamentos dosspots para espectrometria de massas

Osspots considerados relevantes foram excisados do geldés com tampéo
bicarbonato de amdnio 25 mmof ke acetonitrila e desidratados em 100 pL de
acetonitrila 100% por cinco minutos e secos a vd&Coacentrator 5301 Eppendorf).
Ap6s as lavagens, spots foram digeridos com 0,0125 pg fide tripsina em tampao
bicarbonato de aménio 25 mmol.L-1. Os peptideaafioextraidos com 5% de TFA
(acido trifluoroacético), 50% de acetonitrila e 48&agua a 37 °C. Em seguida, as

amostras foram concentradas a vacuo até atinginenolume entre 10 e 15 pL.
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Resultados e discussao
Uma analise comparativa de perfis proteicos deloefaliar foi realizada em dois
gendtipos de citros, um porta-enxerto (‘Sunki Mdha) e uma copa (‘Valéncia’), em
folhas infestadas e néo infestadaspocitri, por meio de eletroforese bidimensional.
As analises comparativas dos perfis proteicos foemtizadas com o tratamento
controle e com plantas apés cinco dias de infestaca
Os genotipos ‘Sunki Maravilha’' e ‘Valéncia’ exihingperfis proteicos distintos,
mostrando intensidades diferenciais entre os texérs (Figuras 1 e 2). Qgots de
proteinas detectados em ambos os genadtipos a@esannhassa molecular variando
entre 14 e 97 KDa. Além disso, foram observadatejras exclusivas em ambos o0s
gendtipos, apos cinco dias de infestacadpaitri.
Em ‘Sunki Maravilha’, 64&pots foram identificados, sendo &gots comuns aos
tratamentos, 24§pots exclusivos do tratamento com infestacéo pelodeliFigura
1B) e 337spots foram exclusivos do controle (Figura 1A).
No genotipo ‘Valéncia’, um total de 54fots foram detectados. Destes, lpBts
foram comuns a ambos os tratamentos,spBts foram exclusivos do tratamento com a
infestacdo (Figura 2B) e 22fBots foram exclusivos da condigc&o controle (Figura 2A).
Osspots que mostraram diferencas significativas na aburidgp < 0,05) foram
submetidos a tratamento enzimatico para postengélise por espectrometria de
massas.
Os resultados obtidos corroboram outros trabakalizados com analise proteémica de
plantas submetidas a infestacé@o por insetos sugmdmmo por exemplo, Nos sistemas
Arabidopsisthaliana (L.) Heynh. sob infestagdo pBemisia tabaci (Gennadius) bi6tipo
B (Yin et al., 2012)A. thaliana sob infestacdo pdvlyzus persicae Sulzer (Truong et
al., 2015) €Triticum monococcum L sob infestacao pditobion avenae (F.) (Guan et al.
(2015). Assim como discutido pelos autores previameitados, as modificacdes no
perfil proteico observadas podem indicar ativagéiongécanismos de defesa da planta
provocada pela alteracdo em seu metabolismo tidapala realocacéo dos recursos do
metabolismo primario para o secundario, quanddaags estdo expostas a infestacao
por D. citri.
Obviamente, as diferencas na expressao de pro&imgenotipos porta-enxerto e copa
de citros, na auséncia ou presenc®datri, sdo justificadas pela variabilidade
genética na espécie. Entretanto, os resultadodoshtia condicdo sob infestacéo do

inseto sdo relevantes quando se considera o pakteiecinterferéncia dessas proteinas
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no grau de suscetibilidade ao complexo inseto/plbattéria traduzida pela sua
possivel funcdo na indugdo de mecanismos de d@deseet al., 2013; Delory et al.,
2016; Kim et al., 2009; Witzany, 2006; Yan et 2013).

As respostas das plantas a infestacadpaotitri foram observadas em um curto tempo
de exposicao (cinco dias), corroborando trabalbakzados com a mesma espécie
(Malik et al., 2013, cinco dias) e também paraasigrspécies sugadoras como por
exemplo pard. persicae (Truong et al., 2015, trés diaspéobion avenae (Guan et al.,
2015, 24 horas). Yin et al. (2012), por outro laoliservaram respostas apos 21 dias de
infestacdo poB. tabaci. Interessantemente, no sistema investigado pomgrabal.
(2015), apos 8 dias de infestacao opersicae, as respostas foram diferenciadas no
gendtipo resistente, o que pode indicar alteragéesgulacao transcripcional induzidas
pela resposta tardia ao inseto. Esses autores nawliigervaram diferencas no tipo de
resposta induzida no gendétipo resistente (locaistémica), de acordo com o tempo de
exposi¢do ao inseto. Assim, o conhecimento dagimag associadas a defesa contra
atague d@®. citri pode ser util em programas de melhoramento daraultos citros.
Adicionalmente, Vyas et al. (2015) comprovaram giactéria causadora do HLB
interage de maneira diferenciada com adultos esitéD. citri em relacdo ao seu
metabolismo, desenvolvimento e imunidade. Considiergue a bactéria inicialmente
danifica o sistema radicular das plantas antesidté@mas serem visiveis na parte aérea
(Johnson et al., 2014), é possivel que proteinaefsa contra a infeccdo pela bactéria
no sistema radicular sejam ativadas ou induzidasipais elicitados pela presenca do
vetor na parte aérea.

Os dados demonstram que podem estar ocorrendacéiésr proteicas nos genotipos
estudados, em resposta a infestacadpoitri. Analises adicionais, como a
espectrometria de massa, sado necessarias paificgde@o dessas proteinas e melhor
compreensao das respostas da planta ao inseto.

A importanciade se conhecer a resposta proteica € utilizafasriacdes genéticas

para que futuramente possam ser criados genopistantes ao ataque do psilideo e

posteriormente fomentar estratégias para conteokboenca.
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Figura 1 - Gel 2D de proteinas de tecido foliar em 'Sunki 8é@ha’ sob condi¢ao
controle (A) e infestada coBiaphorina citri (B). As proteinas indicadas por setas
tiveram sua abundancia diferencialmente alteratiaipiestacéo do inseto. As

proteinas indicadas por circulos sédo exclusivasaiamento.
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338 Figura 2 - Gel 2D de proteinas de tecido foliar em ‘Valénsiab condicao controle

339 (A) e infestada corDiaphorina citri (B). As proteinas indicadas por setas tiveram sua
340 abundancia diferencialmente alterada pela infestdgdnseto. As proteinas indicadas

341 por circulos sao exclusivas do tratamento.
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ARTIGO 2

ARTIGO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO PESQUISA AGROPE CUARIA
BRASILEIRA
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Respostas fisiologicas de plantas citricas a infagéio porDiaphorina citri sob
estresse hidrico
Samille Andrade Agui&P, Florisvaldo Pereira Mascarenhas Jufridviauricio Antonio
Coelho Filh&’ e Marilene Fancelf?

Wyniversidade Federal do Reconcavo da Bahia, CaBpusdas Almas, Caixa Postal
007, CEP 44380-000, Cruz das Almas, BA, Brasil. &km
samilleaguiar26@hotmail.coff’Embrapa Mandioca e Fruticultura, Rua Embrapa, s/n°,
Caixa Postal 007, CEP 44380-000, Cruz das Almas,B3asil. E-mail:
marilene.fancelli@embrapa.br; mauricio-antonio.ho@embrapa.br.

Resumo - (Huanglongbing (HLB), doenga que tem como vetor o insBtaphorina

citri Kuwayama € a principal ameaca fitossanitaria aoregocio citros. Considerando
gue a ocorréncia do inseto é favorecida por fldebrotacéo, caracteristicas
fisiologicas da planta, como tolerancia ao estrbgheéco podem ser Gteis no manejo da
praga. O presente trabalho objetivou determingnostas fisioldgicas de plantas de
citros a infestacéo pd. citri sob diferentes niveis de umidade do solo. O exyerio

foi conduzido em condicdes de telado, avaliandossgendtipos ‘Valéncia’ e “Sunki
Maravilha'. O delineamento foi inteiramente casaslo em arranjo fatorial com quatro
repeticbes. Adultos do psilideo foram confinadosuena gaiola deoil por folha

durante cinco dias. Os parametros fisiolégicosnoaaaliadas na planta por meio de
analisador de gas a infravermelho (IRGA). A traresgio foi superior em plantas néo
estressadas em relagdo aquelas sob estresse .Hpdnia@ condutancia estoméatica e
fotossintese, verificou-se interacao significaBwére nivel de estresse e nivel de
infestacdo. Conclui-se que a infestacaolparitri reduz a condutancia estomatica de
plantas sob estresse hidrico.

Termos para indexacdo: Liviidae, psilideo, estregstco, estresse abiotico, IRGA.
Physiological responses of citric plants t®iaphorina citri infestation under hydric

stress

Abstract -The Huanglongbing (HLB), a disease vectored by the insBcphorina citri
Kuwayama is the main phytosanitary threat to ciggsbusiness. Whereas the insect
occurrence is favored by budding flows, physiolagharacteristics of the plant, such
as tolerance to drought stress may be useful imdnregagement of the pest. This work

aimed to determine physiological responses of €ipdants to the infestation Iy, citri
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under different humidity levels of soil. An expeent was carried out under greenhouse
conditions, evaluating the genotypes 'Valencia'Sumki Maravilha'. The design was
completely randomized in a factorial arrangemenihaur replicates. Psyllid adults
were confined in a voile cage per leaf during 5sdBfysiological parameters were
evaluated by using na infrared gas analyzer (IRGAg transpiration was higher in
non-stressed plants compared to those submittiegdiac stress. As for the stomatal
conductance and photosynthesis, it was observephdicant interaction between stress
level and infestation level. It is concluded tBatitri infestation reduces the stomatal
conductance in plants under hydric stress.

Index terms: Liviidae, Asian citrus psyllid, biostress, abiotic stress, IRGA.

Introducéo

O Huanglongbing (HLB) constitui-se na ameaca mais evidente e daslag da
citricultura mundial (Bassanezi et al., 2011). @srdes causais no Brasil séo as
bactériagCandidatus Liberibacter asiaticus @andidatus Liberibacter americanus
(Fundecitrus, 2014). Essa doenca tem como veta es@écies de insetdsjoza
erytreae Del GuercioHemiptera: Triozildae) Biaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae). No BrasiD. citri, conhecido como psilideo dos citros, é o vetor
do HLB (Halbert et al., 2004).

Os sintomas mais caracteristicos dessa doencaa@has com coloracao
amarelo palido sem uniformidade, aparecimentowesrpequenos, assimétricos e de
sabor acido, os quais ndo sao comercializaveis, dé&ramos com folhas mosqueadas
ou cloréticas, queda de folhas e seca dos pontgiooendo eventualmente levar as
plantas a morte (Bove, 2006; Stokstad, 2006). Rassa, ainda que a maturacao inicia-
se pela regido do pedunculo, ao contrario da nowoal se inicia pela regido estilar
(Yamamoto et al., 2001).

O psilideo se alimenta nas folhas e ramos verdebrdéacdes. Assim, fatores
abidticos como estresse hidrico podem afetar tvadi@de do inseto para a planta. O
déficit hidrico é considerado o fator mais limigaab crescimento e ao
desenvolvimento das plantas, ocorrendo em grandesio de area cultivada com
citros, sobretudo em regides aridas e semiaridag,@s se caracterizam pela baixa
precipitacdo pluviomeétrica e pela irregularidadeliss&ribuicdo das chuvas (Suassuna et
al., 2012). Taxa de fotossintese, condutancia egtoane transpiracdo sao algumas das

variaveis que podem ser afetadas pela deficiéndrech (Sampaio, 2014).
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Segundo Nogueira et al. (2001), gendtipos de cguasapresentem resisténcia a
deficiéncia hidrica se constituem em excelentesmagt para serem utilizados como
porta-enxerto. Entre os principais porta-enxerfg&os comerciais, destaca-se a
tangerina ‘Sunki Maravilha'Gitrus sunkii ex Tan.). Apesar de sensivel a escassez de
agua, é indicada em combina¢des com copas dedataog, conferindo as mesmas
elevado vigor e produtividade (Azevédo, 2013). &dro lado, dentre as cultivares
copa utilizadas na citricultura nacional, a laraw@éncia’ (Citrus sinensis (L.)

Osbeck) destaca-se na producéo e comercializacgiecdesendo também bastante
consumidan natura (Blumer et al., 2006).

Embora os sintomas do HLB sejam principalmentealizados na parte aérea, o
sistema radicular, e consequentemente, o portatengpresenta importante papel na
disseminacéo da bactéria pela planta, conforme Imegeesentando por Johnson et al.
(2014), justificando-se, assim, a realizacdo dedest sobre a interacao entre fatores
bidticos e abidticos (Malik et al., 2013). Entrdtara maior parte dos trabalhos versa
sobre o efeito da infestacdo de artrépodes sobéengdros fisiolégicos das plantas
(Retuerto et al., 2004; Lemos Filho et a., 2007erRBuet al., 2009, entre outros).

O presente trabalho objetivou determinar respdisiatdgicas de plantas de dois

gendtipos de citros a infestagédo porcitri sob diferentes niveis de umidade do solo.

Material e métodos

O experimento foi conduzido em telado, sob tempesanédia de 24,7 °C, sendo
a média maxima de 28,7 °C, a média minima de ZDelamplitude térmica de 8,6 °C.

O delineamento experimental utilizado foi inteirantee casualizado em arranjo
fatorial (2 x 2 x 2 x 2) com 2 genotipos, 2 nivedis umidade do solo, 2 niveis de
infestacdo dos insetos (com e sem adultd3.atri) e 2 periodos de avaliagéo (inicio e
final da infestacdo), com quatro repeticbes. OsOfjgws avaliados foram laranja
‘Valéncia’ e tangerina ‘Sunki Maravilha’.
Producao de mudas de citros

Utilizaram-se os genotipos de laranja “Valéndiir(s sinensis L. Osbeck) e
tangerina “Sunki MaravilhaC{trus sunkii ex Tan). Sementes foram coletadas e
dispostas em bandejas para semeadura onde permzngae 60 dias, procedendo-se a
irrigacao e os tratos culturais normais para aicaltApds esse periodo, foi realizada a

eliminacao de hibridos e o transplantio para spl&sticos com volume de 5 L,
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preenchido com substrato composto por 2 partesldels barranco, 2 partes de
Rendmax® e 1 parte de areia lavada.
Criacéo deDiaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)

Adultos deD. citri foram coletados utilizando-se um mini-aspiradorl@otacdes
de murta Murraya paniculata) e transferidos para gaiolas com laterais de data
afidica e mangas de tecido para manipulagdo datomsconforme metodologia
adaptada de Skelley & Hoy (2004). Plantas de mondatidas em tubetes ou sacos
plasticos e contendo brotacdes e folhas novasstoasi no substrato de alimentacéo e
oviposicéo para os insetos mantidos na criaca@andis fornecer plantas com condi¢cbes
adequadas para o inseto, periodicamente ocorremaaglura, poda e adubacdo das
plantas. Plantas de murta foram usadas na criag@ ditri por se constituirem no
hospedeiro preferencial do inseto (Ikeda & Ashiha@8).

Monitoramento da agua no solo

Os niveis de umidade do solo avaliados foram ureig@dcapacidade de campo
(controle) e a 20% da capacidade de campo (sotitjlédiplicados em plantas jovens de
genotipos de citros (apos o transplantio) com basanalise fisico-hidrica do solo.

Para afericdo do nivel de umidade do solo, umaaaedTDR Time Domain
Reflectrometry), foi inserida no substrato do recipiente contecalda muda, mantendo
profundidade fixa em relacdo a superficie do solo.

No tratamento controle, o teor de umidade foi nolEntia capacidade de campo
(umidade superior a 0,20°m®) mediante reposicéo de agua absorvida pela ptanta
periodo de secamento do solo. Para o tratamentest@sse hidrico, o critério para
reposicdo de agua considerou o nivel de umidadgelddgual ou inferior a 0,15 fm
3.

Parametros fisioldgicos avaliados

Realizou-se a avaliagdo de variaveis de crescimaotoperiodo inicial do
experimento, mediante medicdo da altura das plartasiedicdo da largura e
comprimento das folhas, para determinar a arearfol area foliar foi estimada
conforme Coelho Filho et al. (2005).

Avaliaram-se as relac6es hidricas (taxa de traasioir, fotossintese, condutancia
estomatica) dos genoétipos em cada tratamento dpliwainicio e no final da
infestacdo. Para essa finalidade, utilizou-se oedipa IRGA (analisador de gas a

infravermelho).
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Infestagcdo com adultos d®. citri

A infestac&o poD. citri foi realizada mediante confinamento dos insetos em
gaiolas confeccionadas em tecud com aberturas fechadas por velcro. Quinze
adultos deD. citri foram confinados em uma folha de citros durameadias (Malik et
al., 2013). Foram utilizadas duas gaiolas por plafs folhas selecionadas para a
infestacdo foram aquelas completamente desenvslaighartir do apice. Os adultos
foram coletados da criacdo mantida em laborat@$oinsetos, sem distin¢gdo de sexo e
idade, foram aspirados e mantidos em pipeta delraste liberacdo nas gaiolasvid.
Para fixacao das gaiolas a planta, foram utilizguleededores e espuma para vedar a
abertura das mesmas. As variaveis observadasioredas ao inseto, foram numero de
adultos vivos e mortos.
Analise estatistica

As variaveis analisadas foram submetidas a arddis@riancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05) utilizangmograma estatistico Sisvar
(Ferreira, 2010).

Resultados e discussao

N&o foi verificada interagéo significativa entregenotipos e tratamentos para as
variaveis de crescimento das plantas no inicioxgpe®mento. As plantas encontravam-
se com tamanho e area foliar similares nos difesegenadtipos e tratamentos (dados
nao apresentados).

O monitoramento periédico do nivel de umidade do pelo uso da TDR
propiciou, em ambas as condi¢fes, para os doigigeapo acompanhamento da
necessidade de irrigacdo e reposicado de aguatpaget a nivel de umidade planejado
para o trabalho (Figura 1). Observou-se comportéorsmilar entre os genotipos em
relagcéo a extragcéo de agua, considerando plantasszgias ou ndo estressadas até 60
dias apos o inicio das avaliagbes. Em média, atdaValéncia’ e ‘Sunki Maravilha’
demoraram, respectivamente, 75 dias e 60 diasgtiagirem 20% da capacidade de
campo. Essas diferencas sédo observadas em estudrsatdo de agua no solo em
plantas citricas (Neves et al., 2013; Sampaio, R@lrefletem as diferencas genotipicas
relacionadas a exploracéo do solo (densidade dpraoento radicular) e/ ou
condutividade hidraulica do sistema radicular edsogasosas. Verifica-se que houve a
manutencédo da umidade em niveis 6timos estabeteaidando a adequacéo das

plantas para o experimento, quando ocorreu a agfést considerando o nivel de
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umidade superior a 0,20°m® para plantas na condicdo controle (sem estreske) e
0,15 nf.m* para plantas estressadas.
Considerando a varidvel taxa de transpiracéoeaagfio entre os fatores

avaliados nao foi significativa. O efeito dos tratatos (presenca e auséncia de estresse

hidrico) foi significativo (gl=1, p < 0,01). As pitas submetidas ao estresse hidrico
apresentaram valor de transpiracéo (0,769 mnfosHinferior aos das plantas ndo
submetidas ao estresse hidrico (1,233 mniosM (Figura 2A).

Esse efeito de reducao da transpiracdo em plaoitasssresse hidrico € bem
documentado na literatura (Medina et al., 1999; altafips Filho et al., 2008; Neves et
al., 2013; Sampaio, 2014), como um mecanismo padtiar @ perda de agua celular em
resposta a possivel sinalizacao hidraulica radiddacido abscisico (ABA).

O periodo de avaliacdo da taxa de transpiracaoéanniifluenciou negativamente
esta variavel (gl=1, p <0,01), pois ao final dasthcao pob. citri (5 dias), a taxa de
transpiracao foi reduzida (0,845 mmofis') em relacdo & avaliacéo no inicio da
infestacdo (1,189 mmol.fs) (Figura 2B).

Neves et al. (2006) também verificaram reducaoarespiracdo de folhas de
Citruslimonia (Osbeck) infestadas p@rthezia praelonga Douglas, 1891 nos niveis
intermediérios de infestacdo (7% a 13% e de 14%96) AContudo, sob alta infestacéo
(>40%), verificou-se aumento da transpiragéo, n@oiddo do tratamento sob baixa
infestacdo (0% a 6%).

Ja com relacao ao efeito dos genotipos, ndo haterenlca significativa para a
variavel taxa de transpiracdo entre ‘Valéncia' eni@ Maravilha’, assim como para
nivel de infestacao (dados ndo apresentados).

Em relacdo a condutancia estomatica, verificourszacao significativa apenas
entre tratamento e nivel de infestacao (gl=1, PpKOPara plantas ndo estressadas, a
infestacdo poD. citri aumentou a condutancia estomatica, sendo o \@@BF mol.m
2 s significativamente superior aquele verificadogpplantas no infestadas (0,042
mol.m?.s%) (Figura 3A). J& para plantas submetidas ao ssttgsrico, ndo se verificou
0 mesmo comportamento. A infestacdo por adultd3.agri reduziu a condutancia
estomatica das plantas estressadas (0,014 etjrem comparacéo com aquelas ndo
infestadas (0,034 mol:frs+') (Figura 3B).

Aumento da condutancia estomatica em plantas néessadas por agua
também foi observado para altos niveis de infestde®. praelonga emC. limonia
(Neves et al., 2006). Os resultados nédo concorademlLemos Filho et al. (2007), na
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condicdo sem estresse, que registraram reducamndaténcia estomatica em folhas
com galhas induzidas pBseudophacopteron sp. e uma espécie cecidomiidea em
relacdo aquelas sadias pAspidosperma australe Miell. Arg. e deA. spruceanum
Benth. ex Muell. Arg. A intensidade da infestacadginfluenciar na fotossintese e
consequentemente o fechamento dos estdmatos.

N&o houve efeito significativo dos fatores gendtipiwel de infestacéo e periodo
de avaliacdo para condutancia estomatica (dadoapréeentados).

Para fotossintese, verificou-se efeito significatila interacdo entre tratamento e
nivel de infestacéo (gl=1, p <0,01). Na condicapldatas ndo estressadas, a infestacao
por adultos dé®. citri aumentou a taxa de fotossintese (valor de 5,218.pihs-") em
relacdo as plantas néo infestadas (3,867 prifa-H(Figura 4A). Contudo, em plantas
submetidas ao estresse hidrico, embora ndo tethhaanstatado efeito significativo da
infestacdo sobre a fotossintese, essa respostavdosa (Figura 4B).

Considerando plantas estressadas, h4 uma tendénaducdo da taxa de
fotossintese em relacdo as plantas controle (F@uestando os resultados de acordo
com Tippmann et al. (2006). Corroborando essesesjtoa condicado de estresse
hidrico, o metabolismo celular e 0 mecanismo deutegagdo da pressao de turgor séo
afetados, comprometendo, assim, os processos das&@celular. Dessa forma, as
plantas, no intuito de minimizar a perda de ageehdm os estbmatos, o que reduz o
suprimento de Conas folhas, afetando diretamente a taxa fotossiate

O aumento na taxa fotossintética de plantas irdastpoD. citri em plantas
controle corrobora resultados observados por Reteeal. (2004) para infestagcéo de
Coccus sp. em plantas déex aquifolium L. A semelhanca dos resultados obtidos neste
trabalho, os autores anteriormente citados obssrvaumento da fotossintese inclusive
em folhas de plantas infestadas nas quais o inget@stava presente.

Entretanto, os resultados obtidos diferem daquadessentados por Bueno et al.
(2009), que verificaram reducdo da fotossintesglantas de soja infestadas pelo acaro
Tetranychus urticae Koch, atribuindo-se esse efeito ao decréscimamddwtancia
estomatica. Os autores associaram o fechamengstireatos a resposta da planta
induzida pela infestac&o do acaro.

Dessa forma, as variaveis fisioldgicas podem sesideradas como importantes
para determinacao do nivel de controle de pragasemplo do que afirmaram Neves et
al. (2006), para os quais a taxa de fotossintesevariavel fisiolégica mais adequada

para avaliar os efeitos dos danos causado® paael onga.
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Possivelmente, as respostas diferenciais das plantdestacdo dependem do
habito alimentar dos artrépodes envolvidos e dersia avaliado. Ou seja, para espécies
como 0s acaros, que levam a destruicdo parciabei@@do celular, a planta tenta
equilibrar a alteracéo no turgor fechando os estismareduzindo a fotossintese. Ja
para insetos altamente especializados na succssividedo floema, comb. citri, como
nao ocorre destruicao celular, a resposta paréaeassociada a0 mecanisSmo proposto
por Retuerto et al. (2004), no qual a planta tentapensar a perda de seiva
aumentando a taxa fotossintética (efeito no balant@ fonte e dreno) provocado pelo
aumento da demanda de carbono em plantas infestadas

J4, no caso de plantas estressadas, o0 estresse parece ter intensificado o
efeito do estresse abibtico, reduzindo a taxa $otttica nas plantas em relacéo
aguelas nao infestadas, corroborando Aldea 2@05) e Dobbertin et al. (2007).

O efeito do gendtipo, do nivel de infestacéo eeldodlo de avaliacdo nao foi
significativo (dados nao apresentados).

Com referéncia aos adultos Decitri confinados em gaiolas deil, ndo houve
diferenca estatistica para numero de insetos veergjo a mortalidade também néao
afetada pelos tratamentos avaliados (Tabela ljetanto, deve-se considerar que o
tempo de confinamento dos insetos na gaiola pod¢en&ido suficiente para que a
exposicao a alimentos de diferentes qualidadegimuntais provocasse efeitos severos
sobre a sobrevivéncia do inseto. Desse modo, cenasg® que os resultados obtidos no
trabalho tenham sido resultantes da interacéo eatf&tores abioticos e bidticos.

No presente trabalho, verificou-se interacdo esgteesse de natureza bidtica
(infestacao poD. citri) e abiodtica (estresse hidrico). Muitas vezeseggastas
fisiologicas a esses fatores nao séo exclusivasoicoe advertiram Mazid et al. (2011),
sendo dificil atribuir a origem dessas alterac@slbgicas a um determinado nivel de
estresse, visto que as plantas podem estar sigaitascomplexo de fatores
estressantes.

Mecanismos de defesa contra artrépodes envolvenmdagio de substancias
guimicas, como 0s terpenos, entre eles triterp@imasnoides) presentes em citros
(Mazid et al., 2011). Embora a acumulacao de cotopaie defesa seja interessante
para a protecdo das plantas contra o ataque divdred) a sintese desses compostos
implica em desvio da energia que seria utilizada pacrescimento e reproducéo
(Harborne, 1993).
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Adicionalmente, Dobbertin et al. (2007) verificaraalucdo na expressao de
defesas em plantas de pinheiro com aumento datiuist@de a coledpteros-praga em
consequéncia de severo estresse hidrico.

Por outro lado, 0 mesmo grupo de compostos quinfiegezenos) também pode
estar envolvido na regulacdo de mecanismos dagpdantresposta ao estresse hidrico,
como o ABA. Tippmann et al. (2006) reportaram, dam{as sob estresse hidrico, a
producdo de ABA pelas raizes e subsequente tragslopara as folhas via floema. Em
resposta a acumulacéo de ABA nas folhas, os est@rmatfecham, provocando reducéo
do metabolismo vegetal e fotossintese. Analogampata a bactéria causadora do
HLB, no modelo proposto por Johnson et al. (2044 ctéria, uma vez inoculada pelo
vetor, move-se para o sistema radicular, onde $gphaa nos vasos do floema e, nos
periodos de fluxo vegetativo, desloca-se para@sadives. Assim, verifica-se a
necessidade de maiores estudos sobre as inteegdegstresse biotico e abiotico para

0 sistema HLB D. citri - citros.

Conclusbes
1. O estresse bidtico, provocado pela infestacdo [Pi@phorina citri, altera as
respostas fisioldgicas das plantas assim comoressst hidrico pode interferir na
magnitude das respostas fisioldgicas induzidasipskio.
2. A infestacdo poD. citri reduz a condutancia estomatica de plantas sobssstr
hidrico.
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das colunas indicam que os tratamentos diferens shpelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 1 Média de adultos de. citri /gaiola apés cinco dias de confinamento e

porcentagem de insetos vivos e mortos.

» Adultos/  Adultos  Adultos % %
Genotipo  Tratamento ) ) )
gaiola VIVOS* mortos* VIVOS mortos

Controle 12,43 9,86 a 2,57 a 79,31 20,69
‘Valéncia’

Estressada 13,13 11,50 a 1,63 a 87,62 12,38
‘Sunki Controle 11,00 9,25 a 1,75a 84,09 15,91
Maravilha"  Estressada 11,38 8,88 a 250a 78,02 21,98

3 * Médias seguidas da mesma letra ndo diferem engrelo teste de Tukey (P < 0,05).

4
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho foi desenvolvido com o objetivo de identificar possiveis alteracfes
protedmicas e fisiolégicas induzidas por Diaphorina citri Kuwayama em dois
genotipos de citros, um porta-enxerto (‘Sunki Maravilha’) e outro copa
(‘Valéncia), ambos gendtipos de relevancia para a citricultura nacional.

Em relacdo a andlise proteémica, os genoétipos apresentaram perfis proteicos
diferenciados mostrando diferentes intensidades entre os tratamentos. Em
‘Sunki Maravilha’ e Valéncia’, a infestacdo pelo psilideo promoveu a deteccéo
de 249 e 191 spots exclusivos do tratamento.

Quanto as variaveis fisioldgicas observadas nesses dois genotipos em resposta
a infestacdo pelo inseto sob efeito do déficit hidrico, constatou-se aumento da
taxa de transpiracdo das plantas apds cinco dias de infestacdo pelo inseto.
Para a condutancia estomatica, houve interacédo entre a infestacédo e o nivel de
estresse, sendo detectada reducdo da condutancia estomatica em plantas
infestadas pelo inseto sob estresse hidrico. Nas plantas controle, a infestagédo
pelo inseto aumentou a condutancia estomatica e a taxa de fotossintese.

Essas modificacbes no perfil proteico e nos parametros fisiolégicos podem
indicar ativagdo de mecanismos de defesa da planta, o que pode dar boas
indicacbes ao programa de melhoramento genético de citros. Entretanto,
estudos adicionais para melhor compreensao das respostas da planta ao inseto
em associagdo com estresses abioticos sdo necessarios visando ao
desenvolvimento de programas de manejo integrado da praga.

Os resultados obtidos com esses estudos podem fomentar a defesa

agropecuaria, no desenvolvimento de cultivares resistentes a doenca.
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