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RESUMO

Xylella fastidiosa de ameixeira: transmissao por cigarrinhas (Hemiptera:
Cicadellidae) e colonizacéo de plantas hospedeiras

A Escaldadura das Folhas da Ameixeira (EFA) € a principal doenga da
cultura no Brasil, sendo causada pela bactéria Xylella fastidiosa e transmitida
entre plantas pela acdo de insetos vetores, mas ha caréncia de informacdes
sobre a identidade dos vetores e plantas hospedeiras para estirpes de X.
fastidiosa causando EFA. Objetivando subsidiar uma proposta de manejo da EFA,
foram realizados estudos sobre a transmissdo de X. fastidiosa por vetores em
ameixeira, identificagdo de plantas hospedeiras da bactéria em vegetagdo de
cobertura dos pomares que possam servir como fontes de indculo, capacidade de
colonizagao de estirpes de ameixeira, cafeeiro e citros em inoculagdes cruzadas e
validagao da técnica de inoculagdo mecanica como método de avaliacdo de
resisténcia de cultivars a X. fastidiosa em programas de melhoramento de
ameixeira. Inicialmente, por meio de testes de colonizacio por X. fastidiosa foram
identificadas Ocimum basilicum, Vernonia condensata e Pentas lanceolata como
plantas ndo hospedeiras da bactéria, permitindo a criagdo de cigarrinhas sadias
que foram utilizadas nos ensaios de transmissdo. As cigarrinhas Macugonalia
cavifrons, M. leucomelas e Sibovia sagata (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinae)
foram identificadas como vetoras de X. fastidiosa em ameixeira com eficiéncia de
transmissao por individuo variando de 12 a 21%. Para identificacdo de
hospedeiros alternativos do patdégeno, avaliaram-se 12 espécies herbaceas
(folhas e raizes) predominantes na vegetagcdo de cobertura de pomares de
ameixeira com elevada incidéncia de EFA, sendo dois no municipio de Videira,
SC e trés no municipio de Jarinu, SP. Amostras de nove delas (Bidens pilosa,
Lepidium ruderale, Lolium multiffiorum, Plantago major, Parthenium
hysterosphorus, Raphanus sativus, Rumex sp., Solanum americanum e Vernonia
sp. foram positivas para X. fastidiosa em folhas e/ou raizes, pelo teste de reagao
de polimerase em cadeia (PCR), Testes de inoculagdo mecanica com um isolado
de X. fastidiosa de ameixeira comprovaram a capacidade dessa estirpe
bacteriana em colonizar plantas de B. pilosa, L. ruderale, R. sativus e S.
americanum. Estudos de inoculagdo cruzada demonstraram que isolados de X.
fastidiosa de citros sdo capazes de colonizar cafeeiro, embora em menor
proporcdo que isolados de cafeeiro. Um isolado de ameixeira foi capaz de
colonizar citros e cafeeiro, sendo que em citros a propor¢ao de plantas infectadas
foi maior. Isolados de X. fastidiosa de citros e cafeeiro ndo colonizam plantas de
ameixeira, sendo estas colonizadas apenas pelos isolados homélogos. Estudos
de inoculagdo mecanica de dois isolados de X. fastidiosa de ameixeira em
diferentes cultivares dessa planta hospedeira, expressaram resultados
corroborativos com a pré-caracterizagao da resisténcia das cultivares, validando a
técnica para uso em programas de melhoramento, com melhor precisdo nos
resultados e ganho de tempo na avaliagao de resisténcia a EFA.
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ABSTRACT

Xylella fastidiosa in plum: transmission by sharphoters (Hemiptera:
Cicadellidae) and colonization in host plants

The Plum Leaf Scald (PLS) is the main disease of plum crop in Brazil being
caused by the bacterium X. fastidiosa, which is transmitted among plants by insect
vectors. However, additional information is needed about the identity of vectors and
host plants of X. fastidiosa isolates that cause PLS. In order to subsidize PLS
management proposal, studies on X. fastidiosa vector transmission in plum,
identification of host plants from orchard vegetation cover that can be source of
inoculum, bacterial colonization of strains isolated from plum, coffee and citrus in
cross inoculations, and validation of mechanical inoculation technique as method for
assessing resistance of plum varieties against X. fastidiosa in breeding programs,
were carried out. Firstly, studies of colonization by X. fastidiosa revealed that three
plants are non-hosts: Ocimum basilicum, Vernonia condensata and Pentas
lanceolata, allowing the maintenance of healthy leafhoppers colonies. The
sharpshooters Macugonalia cavifrons, M. leucomelas and Sibovia sagata were
confirmed as vectors of X. fastidiosa in plum with transmission efficiency per
individual ranging from 12 to 21%. In order to identify alternative hosts of the
bacterium in plum orchards, 12 plant species (leaves and roots), which are
predominant in the vegetation from orchards where PLS incidence is high, two of
them being located at Videira - SC and three at Jarinu — SP, were chosen to be
tested. Samples of leaves and/or roots from nine plant species (Bidens pilosa,
Lepidium ruderale, Lolium multiflorum, Plantago major, Parthenium hysterosphorus,
Raphanus sativus, Rumex sp., Solanum americanum and Vernonia sp.) were
positive for X. fastidiosa by Polymerase Chain Reaction (PCR). Mechanical
inoculation tests using a plum isolate of X. fastidiosa showed the capacity of this
strain in colonizing the plants B. pilosa, L. ruderale, R. sativus and S. americanum.
Studies on cross inoculation demonstrated that citrus X. fastidiosa isolates are able
to colonize coffee plants, although in lower intensity than strains isolated from coffee.
A plum isolate was able to colonize citrus and coffee plants, but the proportion of
infected plants was higher in citrus. On the other hand, isolates of X. fastidiosa from
citrus and coffee do not colonize plum plants and these were only colonized by
homologous isolates. Studies on mechanical inoculation of two plum strains of X.
fastidiosa in different plant cultivars revealed a pre-characterization on the resistance
of these cultivars, validating the technique for use in breeding programs with a better
precision in results as well as saving time on the assessment of resistance against
PLS.

Keywords: Plum leaf scald; Phytopathogenic bacterium; Transmission; Sharpshooter
vectors; Host plants; Strains
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1 INTRODUGCAO

A producao de ameixas no Brasil, dentro do setor da fruticultura, apresenta-se
inserida no contexto da produgao primaria como uma atividade de destaque quanto
a rentabilidade e geracdo de empregos no meio rural. Embora o seu cultivo
inicialmente tenha se dado em regides de clima temperado, hoje a cultura se
encontra difundida em varios estados do pais, exercendo papel fundamental na
viabilizacdo da agricultura familiar nestas regides (CASTRO; NAKASU; PEREIRA,
2008). Alem disso, o mercado interno apresenta boas condi¢des para a expansao da
cultura, visto que a producdo nacional supre apenas 50% do volume anual
consumido no pais, e segundo o Anuario Brasileiro de Fruticultura (KIST et al.,
2012), as importacdes da fruta tém aumentado (FACHINELLO et al., 2011).

Devido a estes fatores, o apoio a esta atividade tém sido incorporado nas
estratégias politicas de desenvolvimento regional, de modo a fortalecer e viabilizar
as regioes produtoras. No estado de Sao Paulo, que se destaca pela producao da
fruta, estas agdes tém sido coordenadas principalmente por Instituicbes Técnicas e
Cientificas como IAC e CATI, em parceria com universidades e associa¢des de
produtores. No entanto, a ocorréncia generalizada da Escaldadura das Folhas da
Ameixeira (EFA), tém se apresentado como principal entrave para o
desenvolvimento da cultura, limitando e inviabilizando o cultivo em muitas areas em
todo pais (HICKEL; ANDRADE; DUCROQUET, 2001; CASTRO; NAKASU;
PEREIRA, 2008).

A doenga é causada pela bactéria Xylella fastidiosa, que coloniza os vasos do
xilema (RAJU et al., 1982). Como resultado da interagao entre a bactéria e a planta
(ataque-defesa), o fluxo dos vasos colonizados € obstruido diminuindo a
disponibilidade de agua e nutrientes para a parte aérea; e o padrdo hormonal é
alterado, tornando a planta debilitada. Em casos severos ocorre a morte da planta
(HICKEL; ANDRADE; DUCROQUET, 2001).

Registrada inicialmente em 1978 no estado do Rio Grande do Sul (FRENCH;
KITAJIMA, 1978), atualmente a doenga encontra-se disseminada em todos os polos
produtores da fruta do pais, causando perdas na producdo e redugao da vida util dos
pomares de aproximadamente 60%, ou até mesmo a dizimagédo dos pomares, como

ocorreu nos ultimos trés anos no municipio de Jarinu — SP.
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Nos viveiros, a transmissao de X. fastidiosa ocorre por meio da propagacgao de
material vegetativo contaminado e em campo, por insetos vetores (cigarrinhas).
Diante disso as principais medidas utilizadas no campo para o manejo da doenga
tém sido a utilizagdo de material propagativo sadio indexado, incremento de
fertilizantes de forma a aumentar o vigor da planta e aplicagao de inseticidas para o
controle de cigarrinhas. Para estas aplicagdes sao utilizados principalmente produtos
de contato, mesmo sem registro para a cultura, baseando-se em calendario, pois a
despeito da importancia da EFA para a cultura, até o momento nao foram realizados
trabalhos de transmissdo em ameixeira no Brasil, e tais informagdes sdo necessarias
para identificar os vetores envolvidos na disseminacdo dessa doenga e, juntamente
com as informacgdes existentes sobre a flutuacdo populacional desses insetos
(MULLER, 2008), definir periodos adequados para o seu controle nos pomares de
ameixa.

As aplicacbes sistematicas de inseticidas tém contribuido para o desequilibrio
biolégico nos pomares e aumento do custo de produgéo. Além disso, considerando
que a quase totalidade das ameixas produzidas sdo comercializadas para consumo
in natura, ha riscos de residuos de agrotoxicos nos frutos que chegam ao
consumidor. Outros aspectos a serem considerados sao os danos ao meio
ambiente, tais como possiveis contaminacbes do solo e de lengdis freaticos,
mortalidade de inimigos naturais e selegao de populagdes de pragas resistentes. Por
final, este sistema de controle da doenca coloca em risco a vida do produtor,
aumentando sua exposicao aos agrotéxicos, devido as intensas aplicagbes e as
praticas culturais realizadas em plantas frequentemente pulverizadas.

Diante disso, é necessaria a obtencédo de informagdes epidemioldgicas sobre a
EFA que permitam a definicdo de estratégias mais eficientes e seguras para o
manejo racional da doenga nos pomares. Embora algumas cultivares melhoradas
apresentem certa resisténcia a doenga (DALBO et al., 2002), as exigéncias
climaticas e a preferéncia do mercado consumidor restringem seu uso (CASTRO;
CAMPOS, 2003; CASTRO; NAKASU; PEREIRA, 2008). Além disso, o
desenvolvimento de novas cultivares com resisténcia a doenca esbarra na falta de
informagbes genéticas sobre a bactéria e de técnicas de experimentagéao,
especialmente de inoculagao e quantificagdo do patdgeno nas plantas, que acelerem

O processo.
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Informacgdes sobre o desenvolvimento do patégeno em diferentes cultivares de
ameixeira, e possivel colonizagdo e patogenicidade em outras culturas ou e plantas
invasoras, podem também contribuir significativamente para o manejo deste
patossistema, orientando o planejamento de novos plantios, visto que, em regides
produtoras de ameixas também sao cultivadas outras frutiferas potenciais
hospedeiras da bactéria, tais como citros, pessegueiro e videira, além de varias
espécies vegetais na entrelinha dos pomares, que podem servir como fontes de
inéculo. Finalmente, a identificacdo das espécies vetoras do patégeno em ameixeira
viabilizaria a aplicagédo de medidas de controle de forma mais eficiente e segura.

Assim, a presente pesquisa buscou obter informagdes bioldgicas sobre a X.
fastidiosa de ameixeira, tais como sua transmissdo por cigarrinhas vetoras e
capacidade de colonizagdo de algumas plantas cultivadas e n&o -cultivadas,
comumente associadas ao cultivo de ameixa no estados do Rio Grande do Sul e
Sao Paulo, para melhor compreender a epidemiologia da EFA e fundamentar um
programa de manejo mais eficaz para essa doenga. Avaliou-se, também, a
aplicabilidade da técnica de inoculagdo mecéanica de X. fastidiosa como método de
avaliagao de resisténcia de cultivares ao patégeno, em programas de melhoramento

de ameixeira.
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2 PATOSSISTEMA: ESCALDADURA DAS FOLHAS DA AMEIXEIRA

2.1 A cultura da ameixeira

A ameixeira € uma das frutiferas de cultivo mais antigo no Brasil, ndo
havendo informacgdes precisas sobre quando foi introduzida (CASTRO; CAMPOS,
2003; FACHINELLO et al., 2011). Pertence a familia das Rosaceas (subfamilia
Prunoideae) e ao género Prunus (L.) (SIMAO, 1971), sendo Prunus salicina Lindl.
e Prunus domestica L. as espécies de maior importancia econémica
(GRELLMANN; SIMONETTO, 1996; DALBO et al., 2010).

A maioria das cultivares cultivadas no pais € oriunda de P. salicina
destacando-se a Amarelinha, América, Irati, Gulf Blaze, Leticia, Reubennel e
Picktone (MARODIN; ZANINI, 2005).

A produgdo mundial de ameixa € de aproximadamente seis milhdes de
toneladas, destinadas ao consumo in natura, passa e a elaboracédo de destilados
(MADAIL, 2003; MADAIL; MARTINS, 2003; FACHINELLO et al., 2011). O
mercado brasileiro € de cerca de 65 mil toneladas anuais, das quais
aproximadamente 50% sao importadas da Argentina (47,3 %), Espanha (25 %),
Chile (21,3 %), USA (3,3 %), Italia (2,2 %) e Portugal (0,9 %) (FAO, 2011). No
entanto, estima-se que estes valores sejam maiores, pois uma parcela
significativa da produgdo é comercializada diretamente pelos produtores, sem
haver o registro pela Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao
Paulo - CEAGESP.

Além da relevancia para a economia do pais, a cultura proporciona uma
elevada rentabilidade por area, a partir do quinto ano a receita é de
aproximadamente 5.200 dolares por hectare (CASTRO; CAMPOS, 2003;
BUAINAIN; BATALHA, 2007), demandando intensa m&o-de-obra para o seu
cultivo. Estas caracteristicas tornam a cultura uma importante alternativa para
viabilizar a agricultura familiar e manter empregos no campo (DUCROQUET;
ANDRADE; HICKEL, 2001).

Os principais polos produtores de ameixa no Brasil sdo Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais, regides com caracteristicas
de clima bem definidas (CASTRO; CAMPOS, 2003; CASTRO; NAKASU;
PEREIRA, 2008).
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2.2 A Escaldadura das Folhas da Ameixeira - EFA

Embora o Brasil apresente condigdes edafoclimaticas adequadas para o
cultivo da ameixeira, dificuldades tecnolégicas tém reduzido a expansdo da
cultura. Entre estas, destaca-se a ocorréncia de forma generalizada da doenca
conhecida como Escaldadura das Folhas da Ameixeira (EFA), causada pela
bactéria Xylella fastidiosa (WELLS et al., 1987), que limita e até mesmo inviabiliza
o cultivo da fruta em locais de alta incidéncia (CASTRO; CAMPOS, 2003;
CASTRO; NAKASU; PEREIRA, 2008).

A EFA foi detectada inicialmente na Regido do Delta do Rio Parana, na
Argentina em 1935 (FERNANDEZ-VALIELA; BAKARCIC, 1954) e posteriormente
constatada nos Estados Unidos (“Plum leaf scald”, PLS), Brasil e Paraguai
(FRENCH; LATHAN; STASSI, 1977; KITAJIMA et al., 1981). No Brasil, a doenga
foi detectada pela primeira vez em ameixeiras da colegao do Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado da EMBRAPA em Pelotas-RS (KITAJIMA et
al., 1981). Atualmente, a EFA é uma doenga endémica na maioria das regides
produtoras do pais (DUCROQUET; ANDRADE; HICKEL, 2001; CASTRO;
NAKASU; PEREIRA, 2008) e tem sido o principal fator responsavel pela redugao
na area cultivada desde a década de 70 (MOHAN; LEITE; TSUNETA; HAUAGGE,
1980; KITAJIMA et al.,, 1981; FRENCH; KITAJIMA, 1982; ANDRADE, 1995;
LEITE; LEITE JUNIOR; CERESINI,1997; HICKEL et al., 2001; CASTRO, 2008).

Até o momento, nao existe uma proposta de manejo da EFA fundamentada
em trabalhos cientificos que seja eficiente para o controle da doenga. No entanto,
algumas praticas como a utilizacdo de mudas certificadas e a eliminagdo de
plantas sintomaticas sao preconizadas (WELLS et al., 1981; CASTRO, 2008).

Embora algumas cultivares apresentem certa resisténcia a doenca (DALBO
et al., 2002; DALBO et al., 2010), as exigéncias climaticas e a preferéncia do

mercado consumidor restringem seu uso (CASTRO et al., 2008).
2.3 Epidemiologia da EFA
Os sintomas da doenca somente aparecem apoés varios meses de incubacao

da bactéria, quando a mesma aumenta sua populagdo e se distribui
sistemicamente na planta (RAJU et al., 1982; MCGAHA et al., 2007). Quando as



mudas vém contaminadas do viveiro, cultivares mais suscetiveis podem
apresentar sintomas ja no segundo ano apés o plantio (DUCROQUET;
ANDRADE; HICKEL, 2001; CASTRO; CAMPOS, 2003; CASTRO, 2008).

Os primeiros sintomas se manifestam nas folhas, geralmente final da
colheita até a queda das mesmas, e, normalmente, em plantas com trés anos de
idade ou mais. Caracteriza-se como uma clorose na regiao apical das folhas
prolongando-se pelas bordas das mesmas. As areas foliares afetadas tornam-se
necréticas e os sintomas avancam para o interior do limbo foliar, ocorrendo a
formacado de uma estria amarela caracteristica na faixa de transicdo com a parte
sadia do limbo. As areas necroéticas assumem uma cor acinzentada ou marrom-
escura conferindo aos ramos atingidos o aspecto de escaldadura. Com o passar
do tempo, as folhas sintomaticas secam totalmente e caem (RAJU et al., 1982;
DUCROQUET; ANDRADE; HICKEL, 2001; CASTRO; CAMPQOS, 2003; CASTRO,
2008).

Os sintomas aparecem aleatoriamente em qualquer ramo com mais de um
ano. Conforme a doenga evolui, 0 ramo onde se observa folhas com necrose
comeca a secar de cima para baixo, ocorrendo a morte do mesmo com o passar
do tempo. A doencga se dissemina no hospedeiro, causando declinio no vigor e na
producdo, culminando com o secamento de toda a planta. Quando a infecgéo
ocorre por insetos vetores, os focos da doenga no pomar aparecem em plantas
ao acaso e algumas podem permanecer sadias entre outras ja doentes (MOHAN
et al., 1980; WELLS et al., 1981; DUCROQUET; ANDRADE; HICKEL, 2001).

O tempo de desenvolvimento da doenga na planta pode ser variavel sendo
resultado de uma relacdo entre a estirpe e a planta hospedeira (PURCELL;
HOPKINS, 1996; PRADO et al., 2008). Além disso, a manifestagdo dos sintomas
esta associada ndo s6 com a quantidade de vasos infectados, mas também com

a concentrac&o de células bacterianas nos vasos (NEWMAN et al., 2003).

2.4 A bactéria Xylella fastidiosa Wells et al., 1987 - agente causal

Os trabalhos com doencgas causadas pela bactéria X. fastidiosa tiveram seu
inicio nos Estados Unidos, devido a presenca da doenga conhecida como “Mal de
Pierce” na videira. No entanto, até a década de 70, o agente causal era

considerado equivocadamente como sendo uma riquétsia (RAJU; WELLS, 1986).
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Em 1987, Wells e colaboradores identificaram este microorganismo como uma
bactéria gram-negativa e propuseram este nome (WELLS et al., 1987). A espécie
inclui varias estirpes, e caracteriza-se por um crescimento lento (fastidioso) em
meios de cultura (WELLS et al., 1987). A bactéria mede 1 a 3,5 um x 0,3 a 0,5
um, possui formato de bastonetes, crescimento 6timo em temperaturas entre 26 -
28° e pH entre 6,5 - 6,9. Sua ocorréncia é restrita ao xilema das plantas onde se
multiplica (WELLS et al., 1987; DE NEGRI; GARCIA JUNIOR, 1993; HARTUNG;
BERETTA; BRLANSKY,1994; NEWMAN et al., 2003).

A presenca da bactéria em sistemas produtivos tem causado perdas
econdbmicas significativas em culturas como a videira, pessegueiro, ameixeira,
alfafa, amendoeira, cafeeiro, pereira, citros, mirtilo e diversas plantas ornamentais
(BRLANSKY et al., 1983; RAJU; WELLS, 1986; HILL; PURCELL, 1997;
COLETTA-FILHO; MACHADO, 2001; BLUA et al., 2001).

No Brasil, além da EFA, X. fastidiosa também causa outras duas doencas:
“Clorose Variegada dos Citros” (CVC) (ROSSETI et al., 1990), considerada uma
das mais graves doengas da citricultura (ROSSETTI et al., 1990) e a “Atrofia dos
Ramos do Cafeeiro” ou “Requeima do Cafeeiro” (PARADELA-FILHO; SUGIMORI;
RIBEIRO, 1995) cujo impacto ainda ndao € bem conhecido.

A espécie X. fastidiosa possui uma ampla gama de hospedeiros que inclui
espécies de mais de 30 familias entre mono e dicotiledéneas (HOPKINS, 1989;
PURCELL; HOPKINS, 1996; ALMEIDA; PURCELL, 2003a; PURCELL, 2011).
Muitas dessas plantas nao apresentam sintomas quando infectadas, mas podem
servir como hospedeiros alternativos para a bactéria, constituindo-se em fontes
de in6culo para infecgdo de outras plantas (HOPKINS, 1989; LEITE; LEITE
JUNIOR; CERESINI, 1997; LOPES et al., 2003). Em pomares de ameixeira,
plantas constituintes da vegetacao rasteira como azevém (Lolium multiflorum),
macela (Facelis retusa), capim-estrada (Paspalum urvillei), entre outras, podem
exercer esta funcdo (LEITE; LEITE JUNIOR; CERESINI, 1997; LOPES;
DAUGHERTY; ALMEIDA, 2010).

De acordo com trabalhos de sorologia e tipagem genética, esta bactéria teve
suas estirpes divididas em quatro subespécies: X. fastidiosa subsp. piercei (que
inclui estirpes de videira), X. fastidiosa subsp. sandyi (“oleander” ou espirradeira),
X. fastidiosa subsp. multiplex (varios hospedeiros) e X. fastidiosa subsp. pauca
(que inclui ameixa, café e citros) (SCHAAD et al., 2004; SCHUENZEL et al.,



2005). No entanto, trabalhos mais recentes de variabilidade genética evidenciam
separacgdes entre isolados de hospedeiros anteriormente considerados do mesmo
grupo, o que pode ser resultado da evolugcdo de estirpes em determinadas
regides, principalmente devido a recombinacdo génica (CHEN et al., 2002;
WENDLAND et al., 2003; HUANG; SHERALD, 2004; SCHUENZEL et al., 2005;
KISHI; WICKERT; LEMOS, 2008; ALMEIDA et al.,, 2008; COLETTA-FILHO;
BITTLESTON; ALMEIDA, 2011; KUNG; ALMEIDA, 2011; YUAN et al., 2010).

As variagdes genéticas também podem ser identificadas dentro da estirpe
que coloniza determinado hospedeiro, como € o caso da estirpe que coloniza café
no Brasil que apresenta cinco halotipos diferentes (ALMEIDA et al., 2008).

Mais recentemente trabalhos tém procurado caracterizar biologicamente
diferentes isolados ja caracterizados geneticamente (PRADO et al., 2008;
LOPES; DAUGHERTY; ALMEIDA, 2010), na tentativa de elucidar os principais
mecanismos de acado da bactéria. Daugherty et al. (2010) demonstraram
experimentalmente que em videira o stresse hidrico provocado pela oclusdo dos
vasos colonizados pela bactéria provoca sintomas severos, explicando este como
um dos principais mecanismos responsaveis pela manifestagcao e severidade de
sintomas, o que nao ocorre em castanha, onde foi observada baixa correlagao
entre sintomas e stresse hidrico. No entanto, para outras culturas estes aspectos
ainda sdo desconhecidos.

O desenvolvimento da doenca na planta depende principalmente da
habilidade da bactéria em deslocar-se do ponto de inoculagéo e de desenvolver
uma populagdo sistémica na planta infectada (CHATTERJEE; ALMEIDA;
LINDOW, 2008). Depois de inoculadas, as células bacterianas prendem-se a
parede dos vasos e multiplicam-se, formando um biofilme de colénias aderidas
polarmente, podendo ocluir completamente os vasos do xilema, bloqueando o
transporte de agua (TYSON et al., 1985, NEWMANN et al., 2003; 2004). Este
deslocamento sistémico do patdogeno pode ser limitado pelas membranas
pontuadas que separam os vasos do xilema dos demais, e talvez pela produgao
de tiloses e gomas ricas em polissacaridos pela prépria planta, bloqueando os
locais dos vasos onde se encontram as células infecciosas (CHATTERJEE;
ALMEIDA; LINDOW, 2008; ALMEIDA et al., 2012). Embora as bactérias nao se
localizem em células ou tecidos especificos, elas tendem a se acumular em

algumas partes da planta, que pode variar com o hospedeiro e esta diretamente
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relacionado ao tipo de sintoma expresso (PURCELL; HOPKINS, 1996;
NEWMANN et al., 2003).

Porém, a colonizag¢ao da planta pela bactéria depende da interagao entre a
estirpe infectante e a fisiologia do hospedeiro. Em ensaios com inoculagao
mecanica estirpes de citros foram habeis em colonizar plantas de café, enquanto
o inverso nao ocorreu (PRADO et al., 2008; ALMEIDA et al., 2008). Lopes et al.
(2010) em inoculagbes de isolados de alfafa e videira, demonstraram que ocorre
maior virulénica de estirpes da propria cultura quando comparado com
inoculacbes cruzadas. Além disso, os autores verificaram correlacdo positiva
entre concentracdo de inoculo inicial e persisténcia na planta. Estes dados
demonstram a especificidade entre estirpes e hospedeiros, que em hipotese pode
ser resultante do processo de coevolugao entre estes organismos.

Killing e Almeida (2009b) apresentaram em hip6tese o modelo de como
ocorre o0 processo de adesao e posteriormente formacgao de biofiime, sendo essa
formagéo vital para o sucesso na colonizagdo. Os mesmo autores também
identificaram alguns carboidratos especificos para que ocorra a adesao da
bactéria no inseto (KILLING; ALMEIDA, 2009a). A maioria dos genes expressos
na condicdo de biofiime podem ser associados a producdo e detoxificagao de
toxinas e adaptacdo para crescimento em condigdes atipicas; e esta
indiretamente relacionada com a capacidade de viruléncia do patégeno (SOUZA
et al., 2004; CHATTERJEE; ALMEIDA; LINDOW; 2008).

2.5 Vetores da bactéria X. fastidiosa

A transmissdo de X. fastidiosa pode ocorrer por meio de mudas e
borbulhas contaminadas (LIMA et al., 1996; SEMPIONATO; STUCHI; DONADIO,
1997); enxertia natural de raizes (HE et al., 2000); enxertia de peciolos (SALIBE;
2001); garfagem lateral de ramos (SALIBE; 2001), inoculagdo com agulha
(ALMEIDA et al., 2001), além de insetos vetores. Porém, no campo, em pomares
implantados ela ocorre basicamente pela agao de insetos vetores.

Os insetos relacionados como vetores de X. fastidiosa nas diversas
culturas hospedeiras sao cigarrinhas pertencentes as familias Cicadellidae
(subfamilia Cicadellinae), Cercopidae e Cicadidae (LOPES, 1996; ROBERTO et
al., 1996; HICKEL et al., 2001; PAIAO et al., 2002). A subfamilia Cicadellinae, que



compreende as tribos Proconiini e Cicadellini, engloba o maior numero de
espécies comprovadas vetoras do patdgeno.

As espécies pertencentes a esta subfamilia sdo numerosas e diversificadas,
com comprimento bastante variado e cores vistosas, mas com comportamento
alimentar semelhante, alimentando-se apenas em vasos do xilema (YOUNG,
1968; MEJDALANI, 1998). A baixa concentragdo de aminoacidos na seiva do
xilema € compensada por estes insetos através da ingestdo de grandes
quantidades de liquido, e como possuem uma camara-filtro bastante potente,
assimilam nutrientes com grande eficiéncia (LOPES, 1996).

Trabalhos de transmissao nao foram realizados na cultura até o momento.
Porém, a bactéria ja foi constatada por meio de teste ELISA em Plesiommata
corniculata Young, Hortensia similis (Walker), Haldorus sp., Exitianus
obscurinervis (Stal), Balclutha hebe (KIrk) capturados em pomares de ameixa no
Brasil (HICKEL et al., 2001) e em Homalodisca coagulata (Say), Oncometopia
orbona (F.) e Paralaucizes irrorata (F.) em outros paises (HOPKINS, 1977;
YOUNCE; CHANG 1987). No Brasil, sdo conhecidas 12 espécies vetoras para as
culturas de citros e/ou café (LOPES, 1996; ROBERTO et al., 1996;
FUNDECITRUS, 1999; KRUGNER et al., 2000; YAMAMOTO et al., 2002; 2007).

2.6 Aspectos relacionados a transmissao de Xylella fastidiosa por vetores

Um dos principais aspectos relacionados a transmissdao € a eficiéncia
apresentada pelo vetor em adquirir e inocular a bactéria (REDAK et al., 2004).
Esta eficiéncia varia entre as espécies, e também para uma mesma espécie em
diferentes culturas (REDAK et al., 2004; PURCELL, 1980, 1989). De forma geral,
espécies com alta eficiéncia sdo consideradas chaves para a epidemiologia da
doencga.

Em videira, Graphocephala atropunctata (Signoret) pode apresentar
eficiéncia de transmissdo de até 91% (HILL; PURCELL, 1995). No Brasil os
trabalhos de transmissdo realizados até o momento foram conduzidos nas
culturas de citrus e café. Para estas culturas as espécies vetoras de X. fastidiosa
comprovadas até o momento apresentam eficiéncias de transmisséo variando de
0,3 a 30% (YAMAMOTO et al., 2002; MARUCCI; CAVICHIOLI; ZUCCHI, 2002).
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A eficiéncia de transmissao varia dependendo da espécie vetora, da planta
hospedeira, da estirpe da bactéria e do clima do local, entre outros fatores
(PURCELL, 1980, 1989; REDAK et al., 2004; RASHED; DAUGHERTY; ALMEIDA;
2001; DAUGHERTY et al., 2011). Homalodisca ignorata Germar apresenta
eficiéncia de transmissao de 30% para X. fastidiosa em citrus, enquanto que em
café este percentual é de 2,2%; ja Bucephalogonia xanthophis Berg, 1879,
Dilobopterus costamimai Young e Oncometopia facialis (Signoret,1854)
apresentam eficiéncias similares para a transmissdo nas duas culturas
(MARUCCI et al., 2008). A combinagao vetor/hospedeiro pode ser considerada
mais relevante para a eficiéncia de transmissdo do que divisbes taxondmicas de
tribos (MARUCCI et al., 2005).

Além da eficiéncia de transmissao, aspectos ecolégicos como abundancia e
distribuicao espacial e temporal em relagdo a cultura suscetivel e fontes de
inéculo podem influenciar na importdncia de uma espécie como vetora
(WISTROM; PURCELL, 2005; ALMEIDA et al., 2005; DAUGHERTY; BOSCO;
ALMEIDA, 2009). Da mesma forma que uma espécie vetora eficiente, com altos
indices de infectividade natural e pouco abundante, espécies com baixa eficiéncia
e alta abundéancia devem ser consideradas relevantes.

Outro aspecto a ser considerado € o habito do inseto na planta, sendo que,
espécies arboricolas, encontradas na copa da arvore ou préximo do cultivo de
interesse merecem maior atencdo quando comparadas com espécies que
possuem preferéncia por vegetagao rasteira (PURCELL, 1994; LOPES, 1996,
1999; DAUGHERTY et al., 2011). Homalodisca vitripennis, por exemplo, devido
ao seu habito de alimentacdo, € capaz de inocular X. fastidiosa em plantas
dormentes de videira e castanha, periodo em que nao ha brotagées (ALMEIDA et
al. 2005; ALMEIDA; PURCELL, 2003). Considerando que a remoc¢ao de partes
inoculadas ocorre por ocasido da poda, e esta inoculagdo ocorre em partes mais
lenhosas onde nao se procede poda, este aspecto ressalta a importancia da
espécie para a epidemiologia da doencga pois 0 patdégeno € inoculado em local
permanente da planta.

Segundo Almeida et al. (2001), uma alta concentragao da bactéria nos vasos
dos hospedeiros pode colaborar para o sucesso da transmisséo, pois € provavel
que um maior numero de células infectadas sejam adquiridas, aumentando as

chances de sobrevivéncia e colonizagao no inseto. Neste caso, um maior numero



de células estaria disponivel para ser inoculado durante a alimentagéo na planta
sadia. Hill e Purcell (1997) demonstraram que a taxa de aquisicao de X. fastidiosa
por cigarrinhas em videira e outras plantas hospedeiras é correlacionada
positivamente com a concentracdo de bactéria na planta e que populagdes
menores que 10° a 10" UFC/g de tecido de planta resultam na diminuicdo da
eficiéncia.

Como a temperatura interfere no desempenho do vetor e no
desenvolvimento da bactéria no hospedeiro, estudo de Feil e Purcell (2001)
sugere que a eficiéncia de transmissdo seja temperatura-dependente. Este
aspecto é comprovado por Daugherty e Almeida (2009) em estudo onde os
autores demonstraram o efeito positivo de temperatura elevada na eficiéncia de
transmissdo de X. fastidiosa por G. atropunctata e H. vitripennis em videira e

também na taxa de infeccdo das plantas.

2.7 Mecanismos de transmissao

A maior parte das informagdes sobre mecanismos de transmissao de X.
fastidiosa por seus vetores foi obtida de estudos associados a doenca de Pierce
na cultura da videira nos Estados Unidos. No entanto, acredita-se que o
mecanismo de transmissdo seja semelhante para as demais culturas (LOPES,
1999). A transmissdo € caracterizada como propagativa e nao circulativa
(PURCELL, 1989). A aquisigdo de células bacterianas ocorre durante a
alimentagao do inseto nos vasos do xilema (MIRANDA et al., 2008). Estas células
se desprendem da parede dos vasos e juntamente com o conteudo alimentar, sdo
succionadas pelos insetos, prendendo-se a cuticula do estomodeu (BRLANSKY
et al.,, 1983; PURCELL; HOPKINS, 1996; LOPES, 1996, 1999; KILLING;
ALMEIDA, 2009).

As bactérias ficam restritas a parte anterior do tubo digestivo das cigarrinhas
(PURCELL; FINLAY, 1979). Trabalhos de microscopia eletrénica de varredura e
microscopia de fluorescéncia utilizando isolados de X. fastidiosa expressando
constitutivamente a “green fluorescent protein” (GFP) foram realizados,

comprovando a presenca das células bacterianas aderidas ao forro cuticular do
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cibario e na porgao anterior do eséfago de espécies de cicadelineos (NEWMAN et
al., 2003, 2004).

Como a cuticula do estomodeu possui origem ectodérmica, a mesma é
trocada em cada ecdise (NIJHOUT, 1994). Por isso, as cigarrinhas infectadas
pela bactéria perdem a infectividade apds a troca de instar (PURCELL; FINLAY,
1979). Por outro lado, adultos apds a aquisicdo da bactéria sdo capazes de
transmiti-la durante toda a vida, pois ndo realizam mais a ecdise, além da
populacdo da bactéria aumentar no inseto devido a sua capacidade de
multiplicagdo (HILL; PURCELL, 1995).

Nao ha um periodo latente mensuravel entre a aquisi¢ao e a inoculagao pelo
vetor sendo que a inoculagdo pode ocorrer logo apos a aquisigao (PURCELL,;
FINLAY, 1979; MIRANDA et al., 2008).
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3 PRIMEIRAS ESPECIES DE CIGARRINHAS COMPROVADAS COMO VETORAS
DE Xylella fastidiosa EM AMEIXEIRA E PLANTAS HOSPEDEIRAS ADEQUADAS
PARA SUA CRIACAO

Resumo

A Escaldadura das Folhas € a principal doenca da ameixeira no Brasil,
sendo causada pela bactéria Xylella fastidiosa. Em outras culturas, esta bactéria é
transmitida por varias cigarrinhas da subfamilia Cicadellinae (Hemiptera:
Cicadellidae). Neste estudo foram conduzidos testes para identificar cicadelineos
vetores da bactéria em ameixeira, bem como plantas hospedeiras adequadas para a
criacdo de insetos sadios visando estudos de transmissdo. Plantas de alfavaca
(Ocimum basilicum L.) foram apropriadas para multiplicagdo dos cicadelineos
Macugonalia leucomelas (Walker) e Sibovia sagata (Signoret), enquanto que falso-
boldo (Vernonia condensata Baker) foi adequado para Macugonalia cavifrons (Stal).
Quando inoculadas mecanicamente com um isolado de X. fastidiosa de ameixeira
(137amx), O. basilicum, V. condensata e Pentas lanceolata (Forssk.) Deflers ndo
permitiram a colonizagao bacteriana, mostrando-se adequadas para manutencéo de
colénias sadias das cigarrinhas. Os testes de transmissdo foram realizados
confinando-se adultos sadios de M. cavifrons, M. leucomelas e S. sagata para um
periodo de acesso a aquisicdo de 72 h sobre ameixeiras (Prunus domestica L., cv.
Reubennel) infectadas com o isolado 137amx, seguido de um periodo de acesso a
inoculagdo de 96 h sobre ameixeiras sadias, em grupos de quatro cigarrinhas por
planta, e inoculando-se 10-20 plantas-teste para cada espécie de cigarrinha. A
infeccdo da bactéria em plantas-teste foi verificada por ‘polymerase chain reaction’
(PCR) e isolamento primario apds 7 meses da inoculagdo. As trés espécies de
cigarrinhas transmitiram a bactéria para ameixeira, com eficiéncia de transmisséo
por individuo variando de 12 a 21%. Este é o primeiro relato de cigarrinhas vetoras
de X. fastitiosa em ameixeira desde a constatacdo da Escaldadura das Folhas em
1934.

Palavras-chave: Escaldadura das folhas da ameixa; Bactéria fitopatogénica;
Transmisséao; Cigarrinhas vetoras: Plantas hospedeiras

Abstract

Plum Leaf Scald (PLS) is the major disease of plum in Brazil and it is caused
by the vector-borne bacterium Xylella fastidiosa. In other crops, the pathogen is
transmitted by several leafhoppers belonging to the subfamily Cicadellinae.
Experiments were carried out to identify if sharpshooters are vectors of the bacterium
in plum orchards. Additionally, this study aimed at searching suitable host plants to
maintain non-infectious sharpshooter laboratory colonies in order to conduct
transmission studies. Sweet basil (Ocimum basilicum L.) was suitable for rearing the
sharpshooters Macugonalia leucomelas (Walker) and Sibovia sagata (Signoret),
whereas Vernonia condensata Baker was suitable for rearing Macugonalia cavifrons
(Stal). Mechanically-inoculated O. basilicum, V. condensata and Pentas lanceolata



38

(Forssk.) deflers using X. fastidiosa isolated from plum (137amx) did not support
bacterial colonization, which is desirable for maintaining non-infectious sharpshooter
colonies. Transmission tests were carried out by allowing M. cavifrons, M.
leucomelas and S. sagata to feed for 72h (Prunus domestica L., cv. Reubennel) on
infected plum (isolate 137amx) followed by an inoculation access period of 96h on
healthy plum (cv. Reubennel). For each sharpshooter species, 10-20 test plants were
inoculated using four insects per plant. Test plants were assayed for bacterial
infection by polymerase chain reaction (PCR) and culturing for 7 months after
inoculation. The three sharpshooter species transmitted X. fastidiosa to plum with
transmission rates by single vector ranging from 12-21%. This is the first report of
sharpshooter vectors of X. fastidiosa in plum since the original description of PLS in
1934.

Keywords: Plum Leaf Scald; Phytopathogenic bacterium; Transmission:
Sharpshooter vectors; Rearing hosts

3.1 Introducéao

Xylella fastidiosa € uma bactéria gram negativa que coloniza uma ampla gama
de espécies vegetais, incluindo pelo menos 30 familias de mono e dicotiledéneas
(SHERALD; KOSTKA, 1992). Desde sua descrigao, varias doengas em culturas de
importancia econémica em diferentes paises tém sido atribuidas a esta bactéria
como agente causal. No Brasil, é responsavel pela Clorose Variegada dos Citros
(CVC), Atrofia dos Ramos do Cafeeiro (ARC) e Escaldadura das Folhas da
Ameixeira (EFA), sendo que a ultima doencga tem inviabilizado e limitado a expansé&o
da cultura da ameixa (CASTRO; NAKASU; PEREIRA, 2008).

X. fastidiosa € transmitida em condigcbes naturais por cigarrinhas,
principalmente cicadelineos (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinae), que se
alimentam nos vasos do xilema de plantas, que s&o colonizados pela bactéria
(REDAK et al., 2004).

Embora a EFA seja a doenga de maior importancia em ameixeira no Brasil, e
ter sido detectada ja em 1935 na Argentina (FERNANDEZ-VALIELA; BAKARCIC,
1954) ainda ndo sdo conhecidas as espécies de cicadelineos que atuam como
vetores de X. fastidiosa nesta cultura. A bactéria ja foi constatada por meio de teste
ELISA em alguns cicadelideos capturados em pomares de ameixeira, tais como
Plesiommata corniculata Young, Hortensia similis (Walker), Haldorus sp., Exitianus
obscurinervis (Stal) e Balclutha hebe (Kirkaldy), no Estado de Santa Catarina
(HICKEL et al., 2001) e Homalodisca coagulata (Say), Oncometopia orbona
(Fabricius) e Paralaucizes irrorata (Fabricius), nos Estados Unidos (HOPKINS, 1977;
YOUNCE; CHANG, 1987). Porém, ainda nao foram realizados estudos visando
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comprovar a capacidade de transmissdo de estirpes de X. fastidiosa que causam
EFA pelas principais espécies de cigarrinhas associadas a cultura.

Estudos faunisticos de cicadelideos em pomares de ameixeira e de videira na
Serra Gaucha, uma das principais regides de cultivo dessas frutiferas no Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, indicou a presenca de diversas espécies da subfamilia
Cicadellinae, que sao potenciais vetoras de X. fastidiosa (LOPES et al., 2008;
RINGENBERG et al., 2010). Diante disso, o principal objetivo do presente estudo foi
verificar a transmissdo de uma estirpe de X. fastidiosa que causa EFA por espécies
de Cicadellinae comumente encontradas em ameixeira, procurando-se identificar
cigarrinhas vetoras envolvidas na disseminag¢ao da doenga. Por outro lado, estudos
de transmissao requerem a disponibilidade de plantas hospedeiras das cigarrinhas e
nao da bactéria, que sejam adequadas para a criagdo dos insetos em laboratério e
obtencao de individuos livres do fitopatdégeno. Assim, um segundo objetivo foi avaliar
a capacidade de colonizacdo de X. fastidiosa de ameixeira em trés espécies
vegetais hospedeiras das cigarrinhas, buscando-se selecionar aquelas que n&o séo
hospedeiras do patégeno para a criagdo de insetos vetores sadios em estudos de

transmisséao.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Espécies de cigarrinhas

Trés espécies de cicadelineos da tribo Cicadellini, previamente reportadas em
ameixeira (MULLER, 2008), foram avaliadas como vetoras de X. fastidiosa: Sibovia
sagata (Signoret), Macugonalia cavifrons (Stal) e Macugonalia leucomelas (Walker).
As duas primeiras espécies destacam-se como dominantes e/ou comuns em
pomares de ameixeira na regiao da Serra Gaucha (LOPES et al., 2008), sendo que
as trés podem ser criadas em hospedeiros herbaceos e/ou arbustivos, permitindo
sua multiplicagdo em laboratério para execugédo dos ensaios. Adultos das cigarrinhas
foram coletados em arbustos da mata ciliar do Rio Piracicamirim, em Piracicaba, SP
e confinados sobre plantas de cada espécie vegetal avaliada, no interior de gaiolas
teladas, em casa de vegetacdo. Apos 4 a 8 semanas, as plantas foram avaliadas

quanto a presenga de ninfas em desenvolvimento e emergéncia de novos adultos.
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3.2.2 Plantas hospedeiras

Trés espécies de plantas foram avaliadas como hospedeiras para criagao
dessas cigarrinhas: alfavaca (Ocimum basilicum L., Lamiaceae), falso-boldo
(Vernonia condensata Baker, Asteraceae) e show-de-estrelas [Pentas lanceolata
(Forssk.) Deflers, Rubiaceae]. A escolha dessas espécies vegetais baseou-se na
observagado prévia em ambiente natural da presenca de cicadelineos sobre as
mesmas e também a facilidade de propagacdo e manutengdo dessas plantas em
casa de vegetacdo, uma vez que para utilizar uma espécie como hospedeira em

criagcao de insetos, torna-se necessario um grande numero de plantas.

3.2.3 Isolado de X. fastidiosa

O isolado bacteriano utilizado nos estudos, denominado 137amx, foi obtido de
ramo com sintomas de EFA em um pomar de ameixeira cv. Reubennel, no
municipio de Jarinu, SP, em 2008. O isolamento foi feito em meio sdlido ‘Periwinkle
wilt gelrite’ (PWG) (HILL; PURCELL, 1995) pelo método de extravazamento direto da
seiva do ramo, com auxilio de alicate, em contato com o meio de cultura, conforme
descrito por Leite et al. (1999). As placas nas quais foi realizado o isolamento foram
mantidas em camara escura a temperatura de 28°C para crescimento das colbnias.
O isolado foi purificado por triplice clonagem, também em meio PWG. Apds a triplice
clonagem, o inéculo bacteriano foi multiplicado em meio de cultura de mesmo tipo, e
as colonias obtidas nesta fase foram preservadas a -80°C em meio de cultura
‘Periwinkle wilt' (PW) (sem agende geleificante) com adi¢cao de 30% de glicerol, em
tubos criogénicos. Este isolado foi caracterizado como pertencente ao grupo
genético predominante em ameixeira (H. D. Colleta-Filho, Centro APTA Citros

“Sylvio Moreira”, Cordeirépolis, SP, Brasil, informagao pessoal).

3.2.4 Avaliagcdo da capacidade de colonizagdo de X. fastidiosa em plantas
hospedeiras das cigarrinhas

As trés espécies de plantas (O. basilicum, V. condensata e P. lanceolata)
avaliadas como hospedeiras das cigarrinhas foram inoculadas mecanicamente com
o isolado 137amx de X. fastidiosa de ameixeira, com o objetivo de avaliar a
capacidade de colonizacdo das mesmas pela bactéria. Neste ensaio também foram
inoculadas mudas de ameixeira (Prunus domestica L.) cv. ‘Reubennel’ e duas

espécies sabidamente hospedeiras da estirpe de citros de X. fastidiosa: vinca
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[Catharanthus roseus (L.) G. Don] (MONTEIRO et al., 2001) e fumo (Nicotiana
tabacum L.) (LOPES et al., 2000). As espécies vegetais foram obtidas por meio de
sementes, com excecao do falso-boldo, que foi produzido por estaquia a partir de
planta previamente identificada como sadia, e da ameixeira, que foi obtida por
enxertia de borbulhas sadias sobre pessegueiro (Punus persica (L.) Batsch) cv.
‘Okynawa’. As mudas de ameixeira foram produzidas no Nucleo de Producédo de
Mudas de Itabera (Unidade da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral do
Governo de Sao Paulo — CATI/SP), a partir de borbulheiras sadias e protegidas em
telados, isentas de EFA. Durante todo o estudo, as plantas foram mantidas em
estufa telada a prova de insetos vetores, acondicionadas em sacos plasticos de 2 L
contendo substrato a base de casca de pinus, vermiculita expandida e carvao
moido) (Rendimax, Eucatex - Itapetininga, SP), recebendo semanalmente adubagéo

foliar com macro e micronutrientes.

3.2.4.1 Inoculagdo mecéanica

O isolado 137amx de X. fastidiosa, preservado a -80C, foi recuperado em meio
de cultura solido PWG e repicado por uma vez neste meio. Em camara de fluxo-
laminar preparou-se o inoculo por meio da raspagem das colbnias bacterianas
obtidas na repicagem, com auxilio de al¢a de platina, e homogeneizagao destas em
tampao fosfato salino (Phosphate buffer saline - PBS), até a obtencdo de uma
suspensado turbida, com concentracdo da ordem de 10'? unidades formadoras de
colénia (UFC)/mL. A quantificacdo bacteriana nessa suspensao de inéculo foi feita
logo ap6s a homogeneizagao, pelo método de diluicbes em série e plagueamento
em meio de cultura sélido PWG (ALMEIDA et al., 2001).

Para cada espécie vegetal, foram inoculadas 30 plantas com a suspensao
bacteriana, e seis plantas apenas com tampao PBS (controle negativo). No caso da
ameixeira, foram inoculadas apenas 12 plantas com a suspensio bacteriana e cinco
foram mantidas como controle negativo. A inoculacdo foi feita pelo método de
agulhas (“pin-pricking”) (HOPKINS, 1985) em trés pontos distintos na haste de cada
planta, depositando-se uma gota de 5uf da suspenséo bacteriana em cada ponto e
perfurando-se o local 5 vezes com um alfinete entomolégico No. 0. Esta pratica foi

realizada em dia de alta luminosidade e calor, favorecendo a absorcao pelas plantas.
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Apos a inoculagao, as plantas inoculadas permaneceram em casa de vegetagao até

o0 momento da avaliagao.

3.2.4.2 Deteccéo bacteriana nas plantas

A avaliacdo da infeccao da bactéria nas plantas foi realizada aos 20, 40 e 60
dias apos a inoculagao, por meio de dois métodos diagnosticos: isolamento primario
em meio de cultura e reagao de polimerase em cadeia (‘polymerase chain reaction’ —
PCR). As ameixeiras foram avaliadas somente aos 150 dias apds a inoculagao
devido a pré-testes realizados demonstrarem um tempo maior do que 60 dias para
recuperacao de céculas viaveis das plantas por meio da metodologia utilizada.

O isolamento primario foi realizado conforme procedimento descrito por Hill e
Purcell (1995a) e adaptado por Almeida et al. (2001). Para isso, foram coletadas
aleatoriamente seis folhas de cada planta, distribuidas aleatoriamente, das quais
foram descartados os limbos foliares, mantendo apenas 0,10 a 0,12 g de peciolos
por amostra (1 planta = 1 amostra). Em cadmara de fluxo laminar, estas amostras
foram estererilizadas superficialmente em banhos sucessivos de 2 min em
recipientes contendo alcool (92,8%) (uma passagem), hipoclorito de sédio (2%) (uma
passagem) e agua destilada estéril (trés passagens), sendo manuseadas por
materiais esterilizados. Em seguida, as amostras foram cortadas em pedacos
menores sobre papel filtro e transferidas individualmente para tubos de vidro
contendo 2 mL de PBS autoclavado, onde foram trituradas com auxilio de
homogeneizador de tecidos com haste giratéria (Turrax MA102, Marconi, Piracicaba,
SP) a 20.000 rpm por 15 s, devidamente esterilizada com alcool 92,8 % e lavada
com agua estéril no intervalo entre cada amostra. Apds trituragdo, a suspenséao
obtida de cada amostra foi diluida 10X, e duas aliquotas de 20 pL desta diluigao
foram plaqueadas em meio soélido PWG. As placas foram mantidas em incubadora a
28° C para o crescimento bacteriano pelo periodo de até 30 dias, considerando-se
que o crescimento desta estirpe € mais lento quando comparado com estirpes de X.
fastidiosa de citros e cafeeiro. Amostras de colénias recuperadas no meio de cultura
foram submetidas a extracdo de DNA e PCR com oligonuleotideos especificos para
X. fastidiosa (MINSAVAGE et al., 1994), para confirmagao de sua identidade.

Tendo em vista o teste de PCR, realizou-se extracdo de DNA com amostras de
peciolos foliares de seis folhas por planta, conforme protocolo desenvolvido por

Minsavage et al. (1994) e adaptado por Pinto e Leite (1999). Posteriormente,
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aliquotas de DNA extraido foram submetidas a PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos HL5 e HL6 (FANCIS et al., 2006), que amplificam fragmento de
aproximadamente 120 pares de bases; utilizaram-se os demais reagentes e
condicbes de amplificacdo descritos pelos respectivos autores. Ao produto da
amplificacdo de cada amostra foi adicionado cerca de 2uL de corante (0,25% azul de
bromofenol, 40% de sacarose). As amostras foram submetidas entdo a eletroforese
em gel de agarose a 1,5% em tamp&o TBE (89mM Tris; 89 mM Acido Bérico e 2 mM
de EDTA; pHS8,0), suplementado com 0,5 uyg/mL de brometo de etidio. Os
fragmentos foram visualizados sob luz UV e registrados por fotodocumentador Eagle
Eye Il (Stratagene, CA 92037, EUA).

A cada avaliagdo foram analisadas 12 plantas distintas (amostras
independentes), sendo 10 inoculadas com a suspensdo bacteriana e duas do
controle negativo. No caso especifico da ameixeira, as plantas foram avaliadas uma

unica vez, aos 150 dias apds a inoculagéo.

3.2.5 Verificagcdo da transmissao de X. fastidiosa por cigarrinhas em ameixeira

3.2.5.1 Criacéao de cigarrinhas sadias

Duas espécies vegetais identificadas como ndo hospedeiras da estirpe de X.
fastidiosa de ameixeira e adequadas para oviposicdo e desenvolvimento completo
de ninfas das cigarrinhas. O falso-boldo (V. Condensata) foi usado para a criagéo
individuos sadios de M. cavifrons, e O. basilicum (alfavaca) para a criacdo de M.
leucomelas e S. sagata. A criagdo das cigarrinhas foi conduzida em gaiolas teladas
no interior de casa- de-vegetagcdo com sistema de resfriamento (temperaturas
variando de 18 a 32° C), utilizando-se gaiolas e procedimentos descritos por Marucci
et al. (2003).

3.2.5.2 Obtencéo de plantas-fonte e plantas-teste

Como plantas-fonte para aquisicdo do patdégeno pelo vetor, foram usadas
mudas de ameixeira ‘Reubennel’ inoculadas mecanicamente com o isolado 137 amx
de X. fastidiosa no experimento anterior, € cuja populacdo bacteriana foi estimada
pelo método de isolamento primario em meio de cultura, conforme descrito por

Almeida et al. (2001). Tais plantas foram usadas no experimento de transmiss&o
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com aproximadamente 5 meses apds a inoculagdo, e populagdo bacteriana na
ordem de 10® unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama de tecido.

Como plantas-teste foram utilizadas mudas sadias de ameixeira cv.
‘Reubennel’ enxertadas sobre pessegueiro cv. ‘Okynawa’, produzidas em viveiro
telado no Nucleo de Produgdo de Mudas de Itabera (CATI/SP). As mudas foram
podadas a uma altura de 10 cm acima do ponto de enxertia, de modo a padronizar o
comprimento dos brotos em, aproximadamente, 40 cm no momento da inoculagao.
Amostras de folhas de cada planta-teste foram previamente analisadas por PCR
com os primers HL5 e HLG, conforme Francis et al. (2006), para comprovagao de

que as plantas estavam livres de X. fastidiosa.

3.2.5.3 Testes de transmissao

Grupos de 70 cigarrinhas adultas de cada espécie, com 1-3 semanas de
idade, foram confinadas em uma gaiola telada contendo trés plantas-fontes, por um
periodo de acesso a aquisicdo (PAA) da bactéria de 72 h. Em seguida, os adultos
foram transferidos para as plantas-teste para um periodo de acesso a inoculagao
(PAI) de 96 horas, confinando-se grupos de quatro individuos por planta, em gaiolas
de tecido tule. Realizou-se um teste de transmissdo no caso de M. cavifrons e dois
testes para M. leucomelas e S. sagata, usando-se insetos distintos no segundo
teste. Foram inoculadas 10 plantas-teste por espécie de cigarrinha em cada teste de
transmissao. Antes do PAA em cada um dos testes de transmissé&o, os insetos de
cada espécie foram previamente confinados conjuntamente sobre 5 plantas-teste
sadias por um periodo de 48 h. Essas plantas, denominadas de “pré-teste”, foram
mantidas como controle negativo do experimento, sendo posteriormente avaliadas
quanto a transmissao da bactéria, juntamente com as plantas-teste inoculadas apos
o PAA.

Apo6s o PAI, todas as plantas-teste inoculadas foram transferidas para casa de
vegetacdo com tela a prova de cigarrinhas, mantidas em sacos de 4 L com
substrato, e fertirrigadas semanalmente com macro e micronutrientes. A avaliagéao
da transmisséo foi realizada 7 meses apods a inoculagao, verificando-se a infecgao
por X. fastidiosa nas plantas-teste por meio de testes de isolamento primario em
meio de cultura e técnica de PCR, realizados conforme descrito no experimento

anterior.
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Considerando-se que as plantas-teste foram inoculadas por grupos de insetos,
a eficiéncia de transmissdo de X. fastidiosa por cada espécie de cigarrinha foi
estimada baseando-se na probabilidade de transmissao por um unico individuo (P),
conforme a férmula: P = 1 — (1-1)"%, onde | corresponde & proporcdo de plantas-teste
infectadas e k, ao numero de insetos confinados por planta-teste durante o PAI
(SWALLOW, 1985).

Com o objetivo de fornecer dados que auxiliem no delineamento de
experimentos futuros de transmissdo em ameixeira, avaliou-se o percentual de
mortalidade das espécies de cigarrinhas durante o PAA em plantas de ameixeira
infectadas, ou durante o PAI em plantas sadias. Os dados obtidos foram
transformados em [(n+0,5)/100]°° pelo teste de Hartley ao nivel de 5% de

probabilidade de erro, sendo n = dado amostrado.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Identificacdo de espécies ndo hospedeiras de X. fastidiosa para
manutencéo de coldnias sadias de cigarrinhas

Baseando-se nas observacdes de desenvolvimento de ninfas e adultos
emergidos das cigarrinhas sobre as plantas em gaiolas teladas, verificou-se uma
melhor adequagdo de V. condensata (falso-boldo) para o desenvolvimento da
cigarrinha M. cavifrons e de O. basilicum (alfavaca) para S. sagata. A cigarrinha M.
leucomelas multiplicou-se bem em ambos hospedeiros, mas atingiu populagées mais
elevadas em O. basilicum. O falso-boldo ja foi descrito como hospedeiro adequado
para criacdo de outros cicadelineos, tais como Bucephalogonia xanthophis (Berg)
(MARUCCI et al., 2003), Dilobopterus costalimai Young e Oncometopia facialis
(Signoret) (MILANEZ et al. 2001), enquanto que a alfavaca vem sendo usada para
criar as cigarrinhas Graphocephala atropunctata (Signoret) e Draeculacephala
minerva Ball (LOPES; DAUGHERTY; ALMEIDA, 2009; DAUGHERTY; LOPES;
ALMEIDA, 2010).

No experimento de inoculacdo mecanica, com o isolado 137amx de X.
fastidiosa, avaliou-se a capacidade de colonizagao e persisténcia da infeccdo dessa
bactéria nas plantas hospedeiras de cigarrinhas testadas. Neste ensaio, as plantas-

controle foram diagnosticadas como negativas para a presenga de X. fastidiosa em
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todas as avaliagcbes realizadas. Na avaliagao realizada 20 dias apds a inoculagao
(DAI), observou-se crescimento de colbénias da bactéria em uma amostra de
isolamento primario de C. roseus e uma amostra de V. condensata foi positiva
apenas por PCR (Tabela 1). Na segunda avaliagao, realizada 40 DAI, duas amostras
de N. tabacum foram positivas para a bactéria por PCR, porém foram negativas por
isolamento em meio de cultura. O mesmo ocorreu com uma amostra de P.
lanceolata na terceira avaliacdo realizada aos 60 DAI (Tabela 1). As plantas de
ameixeira que foram avaliadas aos 150 DAl foram todas positivas por PCR,

recuperando-se coldnias da maioria delas (80%) por isolamento primario.

Tabela 1 — Percentual de detecg¢ao do isolado 137amx de X. fastidiosa em diferentes
espécies vegetais (n = 10 plantas por espécie) por meio de teste de PCR
e isolamento em meio de cultura, em diferentes periodos apds a

inoculagdo mecanica

Percentual de plantas infectadas

At a
Espécie DAI PCR Iso_lamento em
meio de cultura
b
Catharanthus roseus 20 0 10 (4,3)

(vinca) 40 0 0
60 0 0
L 20 0 0
Nlcotl(r}ﬁ r:%t;acum 40 20 0
60 0 0
Oscimum basilicum 20 0 0
(alfavaca) 40 0 0
60 0 0
Pentas lanceolata 20 0 0
(show de estrelas) 40 0 0
60 10 0
Veronia condensata 20 10 0
(falso boldo) 40 0 0
60 0 0

Prunus domestica 150 10/10 80 (5.2 + 0.1)

(ameixeira)

@Dias ap0s a inoculagéo.

® Valor entre parénteses representa a populacdo média de X. fastidiosa em plantas
infectadas, expressa em Log do numero de unidades formadoras de colbnias
(UFC) por grama de tecido vegetal.
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Marucci et al. (2003) avaliaram espécies como hospedeiras de estirpes de X.
fastidiosa de café e citros, as quais sdo geneticamente diferentes da estirpe
predominante em ameixeira (COLLETA-FILHO, dados n&o publicados). Para
aquelas estirpes, V. condensata se apresentou sadia em todas as avaliagdes. No
presente estudo, o isolado 137amx foi detectado por PCR em uma planta de V.
condensata, mas com apenas 20 DAI, ndo sendo reisolado da mesma, o que indica
a ndo adequacgéao de V. condensata como hospedeira de X. fastidiosa, validando seu
uso para a criagao de cigarrinhas sadias.

Também nao houve reisolamento da bactéria das plantas de N. tabacum, O.
basilicum e P. lanceolata, indicando que o isolado 137amx de ameixeira nao
coloniza essas espécies. Estes resultados ampliam o numero de espécies vegetais
que podem ser utilizadas em criagdes possibilitando a manutencdo de colbnias
sadias de cigarrinhas ao longo do ano.

Como C. roseus apresentou colonizagdo pela bactéria, evidenciada pelo
isolamento primario em meio de cultura, esta ndo deve ser utilizada para
manutencdo de coldnias sadias. Esta espécie também foi comprovada como
hospedeira para dois isolados de X. fastidiosa provenientes de citros, embora com
maior proporcao de plantas do que a obtida neste estudo (MONTEIRO et al., 2001),
provavelmente, devido a especificidade entre estirpe e espécie hospedeira.

A ocorréncia de amostras positivas por PCR e negativas por isolamento se
deve ao fato da técnica de isolamento detectar somente células viaveis da bactéria
enquanto que por PCR é detectada a presenca do DNA bacteriano. Ou seja, pode
ter sido detectada a presenca do DNA de células que foram inoculadas, porém nao
obtiveram sucesso na colonizagdo dos tecidos da planta. Este fato também foi
verificado por Almeida et al. (2001), ao trabalhar com isolados de X. fastidiosa de

citros.

3.3.2 Mortalidade de cigarrinhas durante o periodo de acesso a aquisicao

(PAA) e periodo de acesso a inoculagcdo (PAI) em ameixeira

A mortalidade média das cigarrinhas foi < 22% e n&o diferiu significativamente
entre o PAA e PAIl para as trés espécies de cigarrinhas, indicando que a
metodologia utilizada no trabalho foi adequada para os testes de transmissao
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Mortalidade média (%) (x EPM) de cigarrinhas durante o periodo de
acesso a aquisicao (PAA) e periodo de acesso a inoculagao (PAI) de

Xylella fastidiosa em ameixeira

Espécie de cigarrinha PAA PAI
Sibovia sagata 19,2+ 2,7 a 14,0+ 2,3 a
Macugonalia cavifrons 10,8+ 19a 220+23a
Macugonalia leucomelas 17,7+ 2,6 a 14,0+ 2,2a

Média geral 16,9 15,6

* médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si (P<0.005)
por meio de teste de Hartley.

Provavelmente a mortalidade das cigarrinhas esta relacionada com a
preferéncia da espécie pela planta hospedeira, assim, varia entre espécies de
cigarrinhas, ou em wuma mesma espécie para diferentes hospedeiros.
Bucephalogonia xanthophis apresentou maior mortalidade em citros (14.3%) do que
em cafeeiro (7.4%) durante o PAA, enquanto que D. costalimai e O. facialis ndo
diferiram nos percentuais entre estes dois hospedeiros no PAA e PAlI (MARUCCI,;
LOPES; CAVICHIOLI, 2008). Os mesmos autores observaram para Homalodisca
ignorata Melichar uma menor mortalidade em citros (0%) em relagédo ao cafeeiro
(10%) durante o PAL.

Embora a mortalidade possa ser influenciada pelo estado fisiologico da planta,
os percentuais observados no presente estudo apresentam-se acima daqueles
observados em estudos com citros e café (MARUCCI; LOPES; CAVICHIOLI, 2008).
Essas informacdes serdo uteis para o planejamento de novos estudos de
transmissdo com essas cigarrinhas em ameixeira; considerando-se a mortalidade
média acumulada no PAA e PAI, o numero de insetos a serem utilizados no inicio de
um PAA deve ser 25-30% maior do que o numero de insetos que se deseja avaliar

quanto a capacidade de transmisséo.

3.3.3 Verificagéo da transmisséo de X. fastidiosa por cigarrinhas em ameixeira
Verificou-se a transmissao do isolado 137amx de X. fastidiosa para ameixeira

pelas trés espécies cigarrinhas testadas, baseando-se na deteccédo da bactéria em
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plantas-teste pelos testes de PCR e isolamento primario em meio de cultura (Tabela
3). A maioria das plantas positivas para o PCR também mostraram sintomas de
EFA. Nenhuma das plantas “pré-teste” expostas aos insetos antes do PAA em
plantas-fonte do patégeno apresentaram-se infectadas por X. fastidiosa,
demonstrando que os insetos e plantas-teste utilizados nos experimentos estavam
previamente sadios.

As propor¢oes de plantas positivas para X. fastidiosa detectadas por PCR
foram mais elevadas do que aquelas obtidas por isolamento primario em meio de
cultura. Este fato pode ser explicado por alguns fatores como amostragem,
considerando que embora préximas, as folhas retiradas para cada uma das técnicas
foram diferentes e também pela diferengca de sensibilidade de detec¢do entre os
métodos. Embora o isolamento primario permita detectar células viaveis, fator que
indica a condicdo biolégica da bactéria no interior do hospedeiro, este método
apresenta limite de deteccdo =210° UFC/g de tecido (ALMEIDA et al., 2001), sendo,
portanto, menos sensivel do que o teste de PCR, que detecta a presenca da
bactéria a partir de 10 células bacterianas contidas na amostra (MINSAVAGE et al.,
1994).
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Tabela 3 — Taxas de transmissao de Xylella fastidiosa em ameixeira por cigarrinhas
em dois experimentos, baseando-se na detecgdo da bactéria em
plantas-teste pelos testes de PCR e isolamento primario em meio de

cultura, apos 7 meses da inoculagao

Proporgao de plantas Probabilidade de transmissao
Exp. Espécie de cigarrinha infectadas® (P=0,071) b
PCR Isolam. PCR Isolam.
primario primario
I Macugonalia cavifrons 5/10 2/10 0,160 0.054
M. leucomelas 5/10 2/10 0,160
Sibovia sagata 6/10 4/10
I M. leucomelas 4/10 3/10 0.089
S. sagata 5/10 3/10 0,089

#Proporgdo de plantas infectadas sobre o total de plantas inoculadas, utilizando-se
quatro insetos por planta-tese durante a inoculagao.

®Probabilidade de transmissdo por um Unico inseto estimada pela formula de
Swallow (1985), P = 1- (1-1)" onde | é a propor¢do de plantas infectadas e k é o

numero de insetos por planta-teste.

As trés espécies testadas sao as primeiras confirmadas como vetoras de X.
fastidiosa na cultura da ameixeira. M. leucomelas ja foi comprovada como vetora da
bactéria em citros, com eficiéncia de transmissdo por individuo de 17,3%
(KRUGNER et al., 2000), semelhante aquela obtida por PCR neste estudo (12-16%)
(Tabela 3). Variagdes em eficiéncia de transmissdo de X. fastidiosa sao
frequentemente relatadas, estando relacionadas com outros fatores além da espécie
vetora, como por exemplo, a estirpe da bactéria, a planta hospedeira e a populagao
bacteriana presente na planta-fonte (ALMEIDA et al.,, 2001, 2005; LOPES;
DAUGHERTY; ALMEIDA, 2009).

Para M. cavifrons e S. sagata este € o primeiro estudo comprovando a sua
capacidade de transmitir X. fastidiosa, com eficiéncia de transmisséo por individuo
de 16 e 16-21%, respectivamente (Tabela 3). Essas duas espécies ocorrem em
pomares de ameixeira, e em analise faunistica realizada em pomares da Serra
Gaucha, regiao produtora de ameixas no Rio Grande do Sul, ambas as espécies

apresentaram elevados indices de constancia, abundancia e frequéncia, sendo
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classificadas como cicadelineos dominantes naquela regido (MULLER, 2008).
Juntamente com M. leucomelas, essas espécies apresentam ampla distribuicdo
geografica no pais, tendo sido registradas em pomares citricos no estado de S&o
Paulo (YAMAMOTO; GRAVENA, 2000), e em videira no Rio Grande do Sul
(RINGENBERG et al., 2010). M. cavifrons e M. leucomelas também foram
registradas em pomares citricos do Parana e Rio Grande do Sul (NUNES et al.,
2008; OTT et al., 2006), e em cafezais do estado de Sdo Paulo (GIUSTOLIN et al.,
2009). Estudos anteriores de infectividade natural comprovaram a presenga de X.
fastidiosa pelo teste de ELISA em outras espécies de cicadelineos, tais como
Ferrariana trivitatta Signoret, Hortensia similis (Walker) e Plesiommata corniculata
Young, que foram coletadas em pomares de ameixeira no estado de Santa Catarina
(HICKEL et al., 2001) e por PCR em Buchephalogonia xanthophis, coletada em
pomares de ameixeira no Rio Grande do Sul (Muller et al., dados nao publicados). A
ocorréncia de individuos infectivos em varias cigarrinhas presentes nessa cultura
sugere que a EFA possua uma ampla gama de espécies vetoras, como ja
demonstrado para a CVC (REDAK et al.,, 2004) e ARC (MARUCCI; LOPES;
CAVICHIOLI, 2008). No entanto, embora a infectividade natural seja um indicativo de
que uma espeécie de cigarrinha atue como vetora em um patossistema, apenas por
meio de testes de transmissdo a comprovacao se faz possivel. Nos Estados Unidos
da Ameérica, alguns trabalhos anteriores se referem aos cicadelineos H. coagulata,
O. orbona e P. irrorata como vetores em ameixeira, porém os autores Hopkins
(1977) e Younce e Chang (1987) apenas comprovaram a presencga da bactéria em
insetos coletados em plantas infectadas a campo.

A confirmacéo de S. sagata, M. cavifrons e M. leucomelas como vetoras de X.
fastidiosa em ameixeira no presente estudo, com taxas de transmissao variando de
12 a 21%, associada a frequéncia, abundancia e constancia com que tais espécies
ocorrem em pomares de ameixeira no Rio Grande do Sul (MULLER, 2008), indicam
que as mesmas sejam relevantes para a disseminagdo da EFA naquela regiéo,
sendo recomendavel a adogdo de medidas de manejo dessas cigarrinhas em

pomares para conter o avango da doenga.



52

3.4 Conclusoes

Ocimum basilicum, Pentas lanceolata e Vernonia condensata nao s&o
hospedeiras da estirpe de Xylella fastidiosa de ameixeira, podendo ser utilizadas
para obtencao de colbnias sadias de cigarrinhas, visando estudos de transmissao
desse patogeno.

Macugonalia cavifrons, Sibovia sagata e Macugonalia leucomelas s&o vetoras

de Xylella fastidiosa em ameixeira.
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4 IDENTIFICA(;AO DE PLANTAS HOSPEDEIRAS DE X. fastidiosa PRESENTES
NA VEGETACAO DE COBERTURA DE POMARES DE AMEIXEIRA

Resumo

Xylella fastidiosa € uma bactéria fitopatogénica que ataca diversos
cultivos de importancia econémica nas Américas, entre os quais se destaca a
ameixeira, devido a agressividade da doenga Escaldadura das Folhas (EFA),
causada por essa bactéria. Transmitida no campo por insetos vetores, X.
fastidiosa infecta uma ampla gama de plantas hospedeiras, que podem servir
como fonte de indculo para novas infecgdes em diferentes culturas. O objetivo do
trabalho foi identificar possiveis hospedeiros alternativos de X. fastidiosa,
presentes em vegetacdo de cobertura em pomares de ameixeira no Brasil. Para
isso foram amostrados cinco pomares com elevada incidéncia de EFA (acima de
60% de plantas sintomaticas), sendo dois no municipio de Videira — SC e trés no
municipio de Jarinu — SP. Em cada pomar foram coletadas amostras de raizes e
folhas de cerca de 10 exemplares de espécies herbaces predominantes nas
entrelinhas. De um total de 12 espécies coletadas nos cinco pomares, nove delas
(Bidens pilosa, Lepidium ruderale, Lolium multiflorum, Plantago major, Parthenium
hysterosphorus, Raphanus sativus, Rumex sp., Solanum americanum e Vernonia
sp.) foram positivas para X. fastidiosa em folhas e/ou raizes, pelo teste de reagao
de polimerase em cadeia (PCR). Em casa-de-vegetacéao, realizou-se inoculagao
mecanica de trés isolados representativos de X. fastidiosa de ameixeira (8amx,
35amx e 327amx), em mudas sadias (10 por isolado) de quatro das espécies nas
quais a bactéria foi detectada em pomares: B. pilosa, L. ruderale, R. sativus e S.
americanum. Apo6s 45 dias da inoculagao, os isolados foram recuperados de B.
pilosa e L. ruderale por isolamento primario em meio de cultura ‘Periwinkle wilt
gelrite’, e das quatro espécies por PCR, comprovando a capacidade de
colonizagéao de X. fastidiosa de ameixeira nessas plantas. Além disso, as planta
infectadas de R. sativus mostraram-se sintomaticas, com significativa redugao de
aultura em relagdo plantas sadias. Os resultados indicam que varias plantas na
entrelinha dos pomares de ameixeira hospedam X. fastidiosa.

Palavras-chave: Escaldadura das folhas da ameixeira; Xylella fastidiosa; Plantas
daninhas hospedeiras; Pomares de ameixeira; Prunus
domestica

Abstract

Xylella fastidiosa is a plant pathogen that attacks many economically
important crops in the Americas, among which stands out the plum due to
aggressiveness of Plum Leaf Scald (PLS) caused by this bacterium. As an insect-
borne disease, X. fastidiosa infects a wide host range, which can serve as an
inoculum source of new infections to different crops. The aim of this study was to
identify alternative plant hosts of X. fastidiosa from the vegetation cover of plum
orchards in Brazil. Five orchards with high incidence of PLS (over 60% of
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symptomatic plants) were sampled, being two located at Videira - SC and three at
Jarinu - SP. From each orchard, around 10 samples of the prevailing herbaceous
species were collected. A total of 12 species collected in orchards, being nine of
them (Bidens pilosa, Lepidium ruderale, Lolium multiflorum, Plantago major,
Parthenium hysterosphorus, Raphanus sativus, Rumex sp., Solanum americanum
and Vernonia sp.) positive for X. fastidiosa according to Polymerase Chain
Reaction (PCR) test. Mechanical inoculations, in greenhouse, were performed
testing three plum isolates of X. fastidiosa (8amx, 35amx and 327amx) in healthy
seedlings (10 per isolate) of four species which were positive for the bacteria in
orchards: B. pilosa, L. ruderale, R. sativus and S. americanum. After 45 days from
inoculation, bacterium isolates were recovered from B. pilosa and L. ruderale
plants, by primary isolation of bacteria in ‘Periwinkle wilt gelrite’ culture medium,
and from all species through PCR, revealing the high colonization capability of
plum strain of X. fastidiosa in these species. Furthermore, R. Sativus infected
plants were symptomatic; particularly its height was significantly reduced
compared to healthy ones. These results indicate that several plant species within
plum orchards host X. fastidiosa.

Keywords: Plum leaf scald; Xylella fastidiosa; Weed hosts; Plum orchards; Prunus
domestica

4.1 Introducao

Xylella fastidiosa € uma bactéria fitopatogénica identificada como agente causal
de varias doencas em culturas de importancia econémica nas Ameéricas, incluindo
videira, citros, café e ameixeira (HOPKINS; PURCELL, 2002). Em ameixeira, causa
a doenga conhecida como Escaldadura das Folhas, registrada nos Estados Unidos,
Paraguai e considerado fator fitossanitario limitante para a cultura no Brasil
(FRENCH; KITAJIMA, 1978; RAJU et al., 1982; LEITE; LEITE JUNIOR; CERESINI,
1997; FERNANDEZ-VALIELA; BAKARCIC, 1954).

A bactéria, limitada ao xilema das plantas, € transmitida por diversas espécies
de cigarrinhas que se alimentam neste tipo de vaso (Hemiptera: Cicadelidae:
Cicadelinae), consideradas polifagas (REDAK et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005). A
polifagia desses insetos colabora para aumentar a gama de hospedeiros da bactéria,
a medida que esta seja capaz a habitar as plantas visitadas. No entanto, mesmo
para uma mesma espeécie de cigarrinha, a eficiéncia de transmissado da bactéria
difere entre plantas e é considerada resultante da especificidade entre espécie
vetora — planta hospedeira — estirpe da bactéria (ALMEIDA et al., 2005, LOPES;
DAUGHERTY; ALMEIDA, 2009).
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Além de culturas de importancia econémica, muitas outras espécies visitadas
por cigarrinhas tém sido relatadas como hospedeiras de X. fastidiosa, porém nem
sempre com manifestacdo de sintomas de doenca (PURCELL; SOUNDERS, 1999).
Além disso, pode haver preferéncia entre plantas sintomaticas, assintomaticas e
sadias para a alimentagcdo de diferentes espécies de cigarrinhas (DAUGHERTY;
LOPES; ALMEIDA, 2010; MARUCCI et al., 2003). A relagao entre espécie vegetal
hospedeira e estirpe da bactéria também define o comportamento do patégeno na
planta, podendo ocorrer multiplicagédo e/ou movimentagdo (PURCELL; SOUNDERS,
1999).

Estirpes de X. fastidiosa sao agrupadas principalmente por cultura hospedeira
na qual causa doenca, e muitas estirpes ndo causam doencas em outros
hospedeiros. Estirpes de citros, por exemplo, sdo capazes de colonizar café,
enquanto que o contrario ndo ocorre (PRADO et al., 2008); estirpes de carvalho e
videira apesar de serem monofiléticas, ndo sdo capazes de colonizar o hospedeiro
em inoculagdes cruzadas (PURCELL; SOUNDERS, 1999). O mesmo pode ocorrer
com hospedeiros alternativos, ou seja, aqueles presentes na entrelinha ou areas
adjacentes aos cultivos que podem abrigar a bactéria. Cada estirpe pode possuir
uma gama prépria de hospedeiros, ou ainda, a importancia de uma determinada
espécie vegetal como hospedeira pode diferir entre patossistemas que incluem a
mesma bactéria.

Dentro de patossistemas que incluem X. fatidiosa, plantas hospedeiras
alternativas da bactéria podem exercer papel fundamental na disseminacdao da
doencga, pois sdo potenciais fontes de indculo para disseminagido primaria e podem
permitir sobrevivéncia do patégeno em periodos desfavoraveis na cultura atacada,
como por exemplo durante a fase de dorméncia de ameixeira.

Além disso, a relagcdo espécie hospedeira x patdégeno representa um
importante fator para ocorréncia de recombinagao génica e aumento de diversidade
do patégeno (COLETTA-FILHO; BITTLESTON; ALMEIDA, 2011). Porém,
considerando a relagao estirpe do patégeno - espécie hospedeira — espécie vetora,
podem ser considerados como hospedeiros alternativos de importancia
epidemiologica aqueles de ocorréncia frequente no pomar, nos quais a bactéria
possa se multiplicar e se deslocar, e que ainda, sejam visitados frequentemente por

espécies vetoras.
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Pomares de ameixeira no Brasil sdo cultivados em regides com condi¢gbes
climaticas bem definidas, devido a exigéncia de frio da cultura, ou seja, geralmente
distantes de areas com cultivos de café e citros. Porém, € comum o cultivo de
ameixeira em areas proximas a videira, na qual X. fatidiosa é responsavel pela
doenga conhecida como Mal de Pierce. Essa doenga ainda n&o é registrada no pais,
mas €& de grande importancia na regido sul dos Estados Unidos (HOPKINS;
PURCELL, 2002). Ainda, de forma geral, as espécies de plantas espontaneas que
ocorrem em pomares de ameixeira possuem frequéncia semelhante em vinhedos.

A despeito da importancia da Escaldura das folhas em ameixeira (EFA),
informacdes sobre esse patossistema sao escassas e inviabilizam sua compreensao
epidemioldgica, dificultando o estabelecimento de medidas de controle. Neste
sentido, estudos ecologicos e epidemioldgicos abordando EFA permitiiam a
construcdo de uma proposta de manejo dessa doenga no campo, e forneceria
subsidios para entender a relacdo de EFA com outras doencas causadas pelo
mesmo patdégeno, possibilitando a adogdo de medidas pro-ativas para evitar que
estirpes de X. fastidiosa de ameixa venham infectar videira.

Neste trabalho, avaliou-se a ocorréncia de infecgao natural por X. fastidiosa em
especies vegetais presentes na entrelinha de pomares de ameixeira, assim como a
capacidade de colonizagdo dessas espécies por estirpes de X. fastidiosa de
ameixeira, procurando-se identificar plantas que possam contribuir para a
compreensao epidemiolégica do patossistema e para o manejo da doenga por meio

do planejamento das espécies utilizadas como cobertura de solo.

4.2 Material e Métodos

Para a coleta de plantas presentes em pomares, foram selecionados cinco
pomares de ameixeira (Prunus domestica L.) cv. Reubennel, com incidéncia de EFA
acima de 60%, sendo dois no municipio de Videira, Estado de Santa Catarina (SC),
com idades de 9 (Pomar 4) e 5 anos (Pomar 5) e trés no municipio de Jarinu, Estado
de S&o Paulo (SP), com idades de seis (Pomar 1 e 3) e sete anos (Pomar 2).

Em cada pomar foram identificadas as espécies vegetais predominantes na
entrelinha. Coletaram-se pelo menos 10 exemplares de cada espécie por pomar,

para analise da presenca de X. fastidiosa.



59

Para identificacdo das espécies vegetais, excicatas de cada morfotipo foram
comparadas morfologicamente com exemplares do Herbario do Departamento de
Ciéncias Biologicas da ESALQ/USP.

4.2.1 Avaliacdo de infeccdo natural de X. fastidiosa em plantas da vegetacéao
espontanea de pomares de ameixeira

As plantas coletadas foram retiradas integras e levadas ao laboratorio. De cada
planta foi retirada uma amostra da parte aérea (consistindo em cinco peciolos de
folhas retiradas aleatoriamente) e outra de raizes (pedacos de trés diferentes
pontos), permitindo identificar as partes (aérea/subterranea) da planta com
presenca/auséncia da bactéria. A extragdo de DNA total foi procedida segundo
método adaptado de Sunnucks e Hales (1996). Cada amostra de tecido vegetal foi
macerada em 50 pf de tampéao STE (NaCl 0,1. M; Tris — HCI 0,5 M; EDTA 0,01 M pH
8,0). Apos, foram adicionados 15 pf de SDS (Succinato de Sdédio 20%) e 2 uf de
Proteinase K (20 mg/ml) e em seguida foram incubadas por 1 hora em temperatura
de 55° C. Apos retiradas e mantidas a temperatura ambiente por 5 minutos, foi
adicionado 150 pf de NaCl 5 M sendo ao final invertidas continuamente por 5
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos em rotagao
de 14.000 rpm e temperatura de 15° C para decantacdo da fase soélida. Apos este
processo foram retirados 120 uf da fase liquida e transferidos para um novo tubo. A
esta fase foi adicionado isopropanol (5° C), sendo o tubo invertido por 5 min e entéao
incubado por 2 horas a temperatura de -20° C. Passado esse periodo as amostras
foram submetidas a centrifugagdo por 30 minutos a 4° C e rotagdo de 14.000 rpm,
para decantagdo das cadeias de DNA ao fundo do tubo. Em seguida o conteudo foi
lavado com etanol 100% (100 pf) e centrifugados novamente mas mesmas
condigdes porém por um periodo de 2 minutos. Apds centrifugadas o etanol foi
retirado por meio de micropipeta e em seguido colocado em estufa com ventilagédo e
temperatura de 55° C para que ocorresse a evaporagda total do alcool. Uma
eliminado o alcool as cadeias de DNA foram reidratadas com 20 uf de agua Miliq.

Apos a extracdo, uma aliquota de 2 uf de cada amostra de DNA foi utilizada
para reagao de polimerase em cadeia (‘Polimerase Chain Reaction'-PCR), com os
oligonucleotideos HL5 e HL6 que amplificam um fragmento de aproximadamente
120 pares de bases, conforme descrito por Francis et al. (2006). Ao produto da

amplificagdo de cada amostra foi adicionado cerca de 2L de corante (0,25% azul de
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bromofenol, 40% de sacarose). As amostras foram submetidas entao a eletroforese
em gel de agarose a 1,5% em tamp&o TBE (89mM Tris; 89 mM Acido Bérico e 2 mM
de EDTA; pHS8,0), suplementado com 0,5 pug/mL de brometo de etidio. Os
fragmentos foram visualizados sob luz UV e registrados por fotodocumentador Eagle
Eye Il (Stratagene, CA 92037, EUA).

4.2.2 Avaliagcdo da capacidade de colonizacdo de espécies vegetais por
estirpes de X. fastidiosa de ameixeira

Um segundo ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade de
colonizacao de estirpes de X. fastidiosa de ameixeira em quatro espécies de plantas
que mostraram infecgao natural pela bactéria nos pomares avaliados anteriormente.
Para tal, essas espécies foram produzidas a partir de sementes em casa de
vegetacdo e transplantadas individualmente para vasos de 1,5 litros contendo
substrato Rendmax (composto a base de casca de pinus, vermiculita expandida e
carvao moido) com adubagdo de base com N-P-K 10:20:20 (aproximadamente 5
g/vaso).

Quando as plantas atingiram aproximadamente 10 cm de altura, realizou-se
inoculacdo de isolados de X. fastidiosa de ameixeira por meio da técnica de
perfuragdo com alfinete (‘pin-pricking’) desenvolvida por Hopkins (1985) e adaptada
por Almeida et al. (2001). Inocularam-se trés isolados representativos de grupos
genéticos distintos, identificados anteriormente por meio da técnica de Multi Locus
Sequence Typing (MLST), sendo 35amx representante do grupo predominante que
ocorre em ameixeira, e 327amx e 8amx representantes de grupos genéticos de
ocorréncia mais rara (Colleta Filho, dados ndo publicados).

Os isolados foram recuperados de estoque mantido em ultrafreezer e
plagueados em meio sélido ‘Periwinkle wilt gelrite’ - PWG (HILL; PURCELL, 1995),
para multiplicacdo. Colbnias resultantes foram retiradas das placas com alca
bacteriolégica e adicionadas em 1 mL de tampédo fosfato salino (PBS) até a
obtencdo de uma suspensao turgida. Uma aliquota foi retirada para diluicbes em
série, que foram plaqueadas em meio de cultura, permitindo a contagem do numero
de unidades formadoras de colbénias (UFC) viaveis na suspensao, conforme descrito
por Almeida et al. (2001).

Os isolados foram inoculados em 10 plantas de cada espécie vegetal,

depositando-se uma gota de 5 yl da suspensao bacteriana em um ponto da haste de
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cada planta, e perfurando-se o ponto 5-7 vezes com alfinete entomolégico No. 0
para que ocorresse absorgao da suspensao. Como controle negativo, 10 plantas de
cada espécie foram inoculadas somente com tampao PBS. Apds a inoculagao, as
plantas permaneceram em casa de vegetagdo por um periodo de 30-45 dias,
ocasiao na qual foram avaliadas quanto a presenca/auséncia de X. fastidiosa.

A avaliacéo foi realizada por meio de PCR com oligonucleotideos (‘primers’)
especificos para X. fastidiosa, conforme descrito anteriormente, e por meio de
isolamento primario em meio de cultura sélido PWG (HILL; PURCELL, 1995). Para
isolamento primario foram utilizadas amostras de 0,10 a 0,12 g de tecido vegetal
(peciolos) que passaram inicialmente por esterilizagdo superficial por meio de
banhos sucessivos de 2 min em solugdes de alcool (92,8% - 1 vez), hipoclorito (2% -
1 vez) e agua esterilizada (3 vezes). Em seguida, as amostras foram maceradas em
2 mL de tampao PBS, usando-se homogeneizador tipo Turrax (modelo MA102,
Marconi) por 10 a 15 s. Entre uma trituragcdo e outra, a haste foi desinfetada por
imersdo em recipientes contendo agua destilada autoclavada (5 s), alcool 92,8% (15
s) e novamente agua destilada autoclavada (5 s). A suspensao homogeneizada foi
diluida 10 e 100x em PBS autoclavado. Apds a diluicdo, uma aliquota de 20 pl de
cada diluicao foi plaqueada em meio PWG. As placas foram acondicionadas em
estufa a temperatura de 28°C, sendo avaliadas sob microscopio estereoscopico aos
14, 21 e 30 dias do plagueamento, quanto ao numero de UFC na aliquota. A
concentragdo bacteriana (C), medida em numero de UFC por grama de tecido
vegetal (UFC/g) foi calculada com base no peso inicial das amostras foliares e nas
diluicbes do material vegetal em tampdo PBS, utilizando-se a formula: C =
100.(1/p).UFC.(10)n, em que n ¢ o fator de diluigdo e p, peso da amostra foliar (g).
Amostras de colbnias recuperadas no meio de cultura foram submetidas ao teste de
PCR com oligonucleotideos especificos para X. fastidiosa, com o objetivo de

confirmar sua identidade.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Deteccéao de X. fastidiosa em plantas coletadas na entrelinha de pomares
de ameixeira
A composicao vegetal predominante na entrelinha diferiu entre os pomares,

especialmente entre as duas regides estudadas. Avaliou-se um total de 12 espécies
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herbaceas distribuidas em seis familias botanicas (Tabela 1), principalmente
especies de porte médio-elevado, considerando-se que tais plantas apresentariam
uma maior probabilidade de serem visitadas por espécies de cigarrinhas arboricolas,
que possivelmente se alimentam de ameixeira e seriam potenciais vetoras de X.

fastidiosa nessa cultura .

Tabela 1 — Espécies vegetais amostradas em entrelinha de pomares de ameixeira

nos muncipios de Jarinu (SP) e Videira (SC)

Familia Espécie Nome comum Localidade
Parthenium hysterosphorus L. Losna-branca Jarinu
Emilia sonchifolia L. Falsa-serralha Videira
Sonchus asper (L.) Hill Serralha-de-espinho  Jarinu
Asteraceae _ _ o _
Bidens pilosa L. Picao-preto Jarinu
Arctium minus (Hill) Bernh Bardana Jarinu
Vernonia sp. Mata-campo Videira
_ Lepidium ruderale L. Mastruco Jarinu
Brassicaceae _ . o
Raphanus sativus L. Nabo-forrageiro Videira
Plantaginaceae Plantago major L. Tansagem Videira
Poaceae Lolium multiflorum L. Azevém Videira
Polygonaceae = Rumex sp. L. Lingua-de-vaca Jarinu e
Videira
Solanaceae Solanum americanum Mill Maria-pretinha Jarinu

Das sete espécies amostradas em pomares de Jarinu (SP), seis apresentaram-
se positivas para a presencga de X. fastidiosa por meio de Teste de PCR (Tabela 2).
Bidens pilosa L. e Sonchus asper (L.) Hill foram predominantes nos trés pomares
amostrados, e S. americanum em dois, indicando serem plantas comumente
encontradas nessa regido, e potencialmente relevantes no patossistema da EFA.

Embora tenha sido coletada em todos os pomares de Jarinu (SP), nenhuma de
um total de 30 amostras de S. asper mostrou-se infectada por X. fastidiosa.
Hipoteticamente, esta planta pode ndo ser uma hospedeira procurada pelas
cigarrinhas ou adequada para a alimentagdo e inoculagdo bacteriana, porém né&o
existem estudos na literatura abordando a associagao de cigarrinhas com a mesma.
Outra hipétese que poderia explicar a auséncia de X. fastidiosa em amostras de S.

asper seria uma possivel incapacidade da bactéria para infecgdo e/ou colonizagao
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de tecidos vegetais desta planta, mesmo ocorrendo a inoculagao por cigarrinhas, o
que a caracterizaria como uma planta ndo hospedeira de X. fastidiosa. Da mesma
forma, Arctium minus (Hill) Bernh ndo apresentou nenhuma amostra positiva,
embora coletada em apenas um pomar. Entretanto, o numero de amostras
avaliadas, embora significativo, ndo é suficientemente elevado para descartar a
ocorréncia de infecgao natural por X. fastidiosa nessas espécies vegetais.

Por outro lado, B. pilosa e Solanum americanum Mill apresentaram percentuais
elevados de plantas diagnosticadas como positivas para a presenga da bactéria. A
proporcao de plantas infectadas de B. pilosa variou entre os pomares, porém em
todos eles foi constatada a presencga da bactéria tanto na parte aérea como em raiz,
chegando a 83% de amostras de parte aérea positivas no Pomar 2 (Tabela 2).
Diagnéstico semelhante foi obtido para S. americanum com muitas amostras
positivas tanto em raiz como em parte aérea, e percentuais variando entre 20 e 75%.
De ocorréncia menos frequente, Lepidium ruderale L. foi encontrada apenas no
pomar 1 de Jarinu (SP), porém com elevada proporgao de plantas infectadas pela
bactéria (70 - 90%) (Tabela 2).

Exemplares de B. pilosa ja haviam sido identificados com infec¢gao natural por
X. fastidiosa em estudo anterior, porém, em coletas realizadas em pomares de citros
(LOPES et al., 2003), o que indica que essa espécie invasora, muito comum na
entrelinha de pomares, pode hospedar diferentes estirpes da bactéria. Leite et al.
(1997) avaliaram plantas de B. pilosa coletadas em pomares de ameixeira em dois
municipios do estado do Parana, e das 17 amostras avaliadas, em nenhuma foi
detectada a presenga de X. fastidiosa. No entanto, além de cada pomar ser
considerado como um ecossistema particular a ser avaliado, no estudo realizado
pelos ultimos autores ndo foram utilizadas as mesmas técnicas de diagnéstico,
sendo que a técnica de PCR adotada neste estudo é considerada mais sensivel para
detecgdo de X. fastidiosa quando comparada ao teste de ELISA, utilizada por

aqueles autores.
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Tabela 2 — Proporgéao e percentual (%) de deteccédo de Xylella fastidiosa por PCR
em amostras de raizes e folhas de plantas herbaceas coletadas na

entrelinha de pomares de ameixeira no municipio de Jarinu (SP).

Outubro/2010
Pomar 1 Pomar 2 Pomar 3
Espécie vegetal
Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha

Arctium minus -2 - 0/10 (0)° 0/10 (0) - -
Bidens pilosa 2/14 (14) 0/14 (0) 4/6 (66) 5/6 (83) 1/8 (12,5) 2/8 (25)
Lepidium ruderale 7/10 (70) 9/10 (90) - - - -
Parthenium

- - 4/10 (40) 0/10 (0) - -
hysterosphorus
Rumex sp. 0/5 (0) 1/5 (20) - - - -
Sonchus asper 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0)
Solanum americanum - - 3/4 (75) 3/4 (75) 2/10 (20) 6/10 (60)

a-: espécie ndo foi amostrada no referido pomar.
®NUumero de amostras positivas para X. fastidiosa sobre o total de amostras
coletadas. O percentual de amostras contendo a bactéria esta apresentado entre

parénteses.

Nos pomares localizados em Videira — SC (Pomar 4 e 5) a composig¢ao vegetal
da entrelinha foi bastante similar, sendo possivel a coleta das mesmas espécies nos
dois pomares (Tabela 3).

Entre as plantas avaliadas, Lolium multiflorum L. (azevém) e Raphanus sativus
L. (nabo forrageiro) sado utilizadas comumente pelos produtores da regidao como
cobertura de solo nos pomares. As demais espécies sdo consideradas plantas
invasoras e de forma geral sdo manejadas por meio de poda. Em amostras de
ambas as espécies, tanto em parte aérea quanto em raiz, foi detectada a presenca
da bactéria. Azevém apresentou taxa de infeccao de 100% em plantas amostradas
no Pomar 5 (Tabela 2), sendo detectada a presenga da bactéria apenas em
amostras da parte aérea. Ja no Pomar 4 apenas em uma amostra foi detectada a
presengca da bactéria, sendo essa, amostra de raiz. Leite et al. (1997) também
obtiveram 100% de amostras positivas de azevém coletado em pomar com EFA.

Estes dados demonstram que azevém pode hospedar a bactéria, e
possivelmente atue como fonte de indculo para infeccdes de plantas nos pomares.

Embora os ‘primers’ utilizados no teste de PCR nao sejam especificos para estirpes
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de ameixeira, todos os pomares amostrados eram circundados por outros pomares
de ameixeira e pessegueiro ou areas de mata, ou seja, ndo havia nas proximidades
cultivos de citros ou de cafeeiro, plantas que poderiam hospedar outras estirpes da
bactéria. Desta forma, mesmo considerando a possibilidade de estirpes silvestres, a
probabilidade de a bactéria detectada ser de estirpes que infectam ameixeira é
significativa.

Azevém é uma das espécies mais utilizadas na entrelinha dos pomares como
cobertura de solo na regido sul, e os dados obtidos neste estudo colaboram no
sentido de auxiliar na escolha das espécies a serem utilizadas na cobertura do solo,
visando diminuir a gama de hospedeiros alternativos do patégeno que possam
contribuir para a disseminagao da doengca em ameixeira.

Das seis espécies coletadas em pomares no municipio de Videira (SC), apenas
Emilia sonchifolia L. (falsa-serralha) ndo apresentou amostras infectadas por X.
fastidiosa (Tabela 3). Além do azevém, Vernonia sp. (mata-campo) e Rumex sp.
(lingua-de-vaca) também se destacaram pela frequéncia de amostras infectadas.
Rumex sp. ja é conhecida como hospedeira de insetos que sao pragas em varias
culturas (SCOTT; SAGLIOCO, 1991). Embora este seja o primeiro relato de mata-
campo como hospedeiro de X. fastidiosa, observou-se que essa € uma planta
bastante visitada por cigarrinhas vetoras. Durante a coleta das amostras vegetais em
Videira (SC) foram observados espécimes das cigarrinhas Macugonalia leucomelas
(Walker) e Sibovia sagata (Signoret) (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinae) em
hastes e folhas de todas as plantas amostradas do Pomar 5 mas ndo no Pomar 4,
gue no entanto apresentava incidéncia de plantas com EFA (aproximadamente 85%)
superior a observada no pomar 5 (60%). Ambas as espécies de cigarrinhas foram
comprovadas experimentalmente como vetoras de X. fastidiosa em ameixeira
(Capitulo 1).

A propor¢cao de plantas diagnosticadas como positivas diferiu entre os
pomares, possivelmente devido a diferencas na composi¢cdo de espécies de
cigarrinhas presente em cada um dos pomares. Cicadelineos vetores de X.
fastidiosa, embora sejam majoritariamente polifagas, mostram diferengas quanto a
preferéncia por plantas hospedeiras e/ou locais de alimentacdo nas plantas, o que
pode influenciar significativamente a sua competéncia como vetores (LOPES;
DAUGHERTY; ALMEIDA, 2009; DAUGHERTY; LOPES; ALMEIDA, 2010). Assim, é
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plausivel que a preferéncia alimentar de cigarrinhas por determinadas espécies
vegetais possa determinar a taxa de infecgdo natural de X. fastidiosa em diferentes
plantas hospedeiras. Portanto, sugere-se que em novos estudos dessa natureza,
seja também avaliada a comunidade de espécies de cicadelineos vetores da
bactéria na vegetagao estudada.

Considerando que a maior parte das espécies vegetais amostradas nos
pomares se propagam por sementes, e que a transmissdo de X. fastidiosa por
sementes é pouco frequente (LARANJEIRA et al.,, 2005), supbe-se que infeccéo
natural dessas plantas tenha ocorrido via inoculagdo por cigarrinhas que se
alimentam na parte aérea (hastes e/ou folhas jovens) dessas espécies vegetais.
Desta forma, a presenca de X. fastidiosa nas raizes indica a movimentagdo da

bactéria de forma sistémica nas plantas.

Tabela 3 — Percentual (%) de detecgdo de Xylella fastidiosa por PCR em 10
amostras da parte area e de raizes de plantas herbaceas coletadas na

entrelinha de pomares de ameixeira em Videira (SC). Maio/2010

Espécie | Pomar 4 Pomar 5
Raiz Aérea Raiz Aérea
Plantago major 0 10 10 20
Lolium multiflorum 10 0 0 100
Rumex sp. 20 30 0 20
Emilia sonchifolia 0 0 0
Raphanus sativus 10 10 0
Vernonia sp. 70 60 0

4.3.2 Capacidade de colonizacdo de plantas por estirpes de X. fastidiosa de

ameixeira

Quatro espécies de plantas foram avaliadas no estudo de infecgdo e
colonizagao por trés isolados de X. fastidiosa proveniente de ameixeira, mediante
inoculagdo mecanica em casa-de-vegetacdo. B. pilosa, S. americanum, R. sativus e
L. ruderale. Dessas, apenas L. ruderale e B. pilosa apresentaram colonizagao

bacteriana detectada por isolamento primario em meio de cultura; no entanto, a
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presenca das bactérias foi detectada nas quatro espécies por meio de PCR (Tabela

4). Como controle foram inoculadas 10 plantas de cada espécie apenas com o

tampao PS.

Tabela 4 — Percentual (%) de plantas positivas (n = 10 plantas testadas por espécie
vegetal) para Xylella fastidiosa por meio de isolamento primario (IP) e
reacao de polimerase em cadeia (PCR), apds 45 dias da inoculagao

mecanica de trés isolados desta bactéria provenientes de ameixeira

Espécie vegetal Isolado 8amx Isolado 327amx Isolado 35amx

IP Populagdo® pcR |p Populagdo® pcr |p  Populagdo® pcR

Bidens pilosa 10 36x10° 20 10 12,4x10° 90 10 7,2x 107 50
Lepidium ruderale 10 2,3x10° 30 60 3,7x10° 100 30 3,9x10° 100
Raphanus sativus nd® nd 80 nd nd 80 nd nd 100
Solanum americanum 0 - 50 0 - 60 0 - 50

@Mediana do nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama de tecido vegetal.
®nd: ndo determinado devido & alta taxa de microrganismos contaminantes no isolamento primario.

A analise feita por PCR foi realizada com folhas das plantas destacadas entre
8-10 cm acima do ponto de inoculagado. Desta forma, o DNA detectado nas plantas
nao seriam residuos de bactérias inoculadas que poderiam ter vindo a morrer na
planta, mas de células bacterianas que estabeleceram infecg¢do, deslocando-se a
uma distancia de pelo menos 8 cm do ponto de inoculacdo. As menores taxas de
deteccao de X. fastidiosa por meio de isolamento primario provavelmente se devem
a ocorréncia de baixas populagdes bacterianas nas plantas infectadas, com
concentragbes de células inferiores ao limiar minimo detectavel por esta técnica
(10%-10* células por g de tecido vegetal).

As populacdes encontradas nas amostras foram da ordem de 10* a 10° UFC
por grama de tecido vegetal, com pouca variagao entre os isolados. No entanto 60%
das amostras de L. ruderale apresentaram crescimento de colonias da bactéria
quando inoculadas com o isolado 327 amx, demonstrando a habilidade desse
isolado em colonizar esta espécie vegetal, apresentando populagbes na ordem de
10° UFC/g tecido nas seis plantas infectadas (dados néo apresentados).

Uma das dificuldades para isolamento primario de X. fastidiosa em amostras de
R. sativus foi o crescimento rapido de outros organismos contaminantes em meio de
cultura em diluicdes na ordem de 10" e 102 O crescimento rapido de fungos e

leveduras impediu a avaliagdo do crescimento de X. fastidiosa, uma vez que as
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primeiras colonias s6 puderam ser observadas em outras amostras 15 dias apos o
isolamento primario. Porém, por meio da técnica de PCR péde-se observar um
percentual extremamente elevado (80-100%) de plantas positivas para a presenga
da bactéria (Tabela 4). Além disso, em casa de vegetagao foi possivel observar
reducao de porte nas plantas inoculadas, como um possivel sintoma da colonizagao
da bactéria nos vasos de xilema desta planta (Figura 1). A altura média das plantas
de R. sativus do controle negativo (55,4 + 5,2 cm) foi superior a altura das plantas
inoculadas com os isolados 8amx (33,1 + 8,7cm), 327amx (42,6 + 4,3 cm) e 35amx
(37,4 + 6,1 cm) (Tukey, P <0.05).

Figura 1 — Plantas de Raphanus sativus (nabo-forrageiro) inoculadas por diferentes
isolados de Xylella fastidiosa de ameixeira, mostrando redug¢ao na altura

em relagao a testemunha nao inoculada (controle negativo)

Sintomas relacionados a diminuicdo da altura de plantas também séao
observados em outros hospedeiros colonizados por X. fastidiosa, como por exemplo
em plantas de alfafa colonizadas por estirpes de X. fastidiosa de videira e
amendoeira (LOPES; DAUGHERTY; ALMEIDA, 2010).

A infeccédo da bactéria em S. americanum (maria-pretinha) foi comprovada
apenas por meio de PCR no presente estudo; porém, Lopes et al. (2003) obtiveram
crescimento bacteriano a partir de isolamento primario de amostras de plantas
inoculadas mecanicamente com estirpes de X. fastidiosa de citros e cafeeiro,
reforgcando a identificacdo desta espécie invasora como hospedeira da bactéria. Por
outro lado, Lopes et al. (2003) ndo observaram colonizagdo de B. pilosa por um
isolado de X. fastidiosa de ameixeira inoculado mecanicamente, enquanto que no
presente estudo os trés isolados de X. fastidiosa de ameixeira inoculados nessa

planta puderam ser recuperados por isolamento primario em meio de cultura,
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confirmando que B. pilosa permite a multiplicagado bacteriana, podendo atuar como
hospedeira do patégeno. O mastrucgo, L. ruderale, foi a planta que possibilitou maior
taxa de recuperagao desses isolados (Tabela 4).

Desta forma, os dados demonstram que as espécies vegetais inoculadas
mecanicamente sdo hospedeiras de estirpes de X. fastidiosa de ameixeira, e
potenciais fontes de indculo para disseminagao primaria do patdgeno, devendo ser
eliminadas das areas produtoras. Neste contexto, torna-se importante a continuidade
deste estudo de forma a identificar plantas ndo hospedeiras da bactéria que possam
ser usadas como cobertura de solo, sem riscos de contribuirem para o avanco de

epidemias de EFA.

4.4 Concluséo

Infecgcbes naturais de X. fastidiosa foram detectadas por meio de PCR em
Bidens pilosa, Lepidium ruderale, Lolium multiflorum, Plantago major, Parthenium
hysterosphorus, Raphanus sativus, Rumex sp., Solanum americanum e Vernonia
sp., em amostras de parte aérea e de raizes coletadas em pomares, demonstrando
a capacidade de movimentacao da bactéria nestas plantas.

Isolados representativos de Xylella fastidiosa de ameixeira sdo capazes de
colonizar ‘seedlings’ de B. pilosa, L. ruderale, R. sativus e S. americanum, apos
inoculagdo mecéanica em casa de vegetacéo.

R. sativus apresenta redug¢ao na altura quando infectado por isolados de X.

fastidiosa de ameixeira.
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5 ASPECTOS BIOLOGICOS DAS ESTIRPES DE AMEIXEIRA, CITROS E
CAFEEIRO DE Xylella fastidiosa EM PLANTAS HOSPEDEIRAS

Resumo

No presente trabalho foram comparadas possiveis diferengcas nos aspectos
bioldgicos dos diferentes isolados de X. fastidiosa avaliando comparativamente a
capacidade de infecgdo, multiplicacdo e/ou patogenicidade de isolados de X.
fastidiosa de ameixeira, citros e cafeeiro nas respectivas plantas hospedeiras em
combinagdes homologas e heterélogas. Dois isolados da estirpe de ameixeira
(327amx e 66amx), trés da estirpe de citros (124D, CV21 e 9a5c) e trés da estirpe de
cafeeiro (33, 6756, 3124) foram inoculados nas 3 plantas hospedeiras (ameixeira,
citros e cafeeiro) em concentracdes variando entre 10® a 10" unidades formadoras
de colénias/mL. As plantas foram avaliadas apds 4 e 8 meses da inoculagdo por
isolamento em meio de cultura e apds 1 ano da inoculagao por “polymerase chain
reaction” (PCR). O isolado da estirpe de ameixeira de X. fastidiosa 327 amx infectou
uma propor¢cdo maior de plantas de ameixeira, mas também infectou citros e
cafeeiro. Os isolados de citros infectaram uma propor¢cao maior de plantas de citros
quando comparado com as outras combinagcbes homologas e também recuperou
uma populagao bacteriana maior. Nas combinagdes heterdlogas as estirpes de citros
e cafeeiro colonizaram ambas plantas hospedeiras, no entanto ambas estirpes
nunca colonizaram plantas de ameixeira.

Palavras-chave: Inoculacdo cruzada; Combinagdo heteréloga; Populagéo
bacteriana; Colonizagao

Abstract

In this study we compared possible differences in the biological aspects of
different strains of X. fastidiosa comparatively evaluating the ability of infection,
proliferation and/or pathogenicity of plum, citrus and coffee strains of X. fastidiosa
in their host plants in homologous and heterologous combinations. Two isolated of
plum strain (327amx and 66amx), three of citrus strain (124D, CV21 and, 9a5c)
and three of coffee strain (33, 6756 and, 3124) were inoculated in three host
plants (plum, citrus and coffee) at concentrations ranging from 10® to 10" colony
forming units/mL. Plants were assessed 4 and 8 months after inoculation by
isolation in culture medium and 1 year after inoculation by "polymerase chain
reaction” (PCR). The plum strain 327amx of X. fastidiosa infected higher
proportion of plum plants, but also infected citrus and coffee. The citrus strains
infected a higher proportion of citrus plants when compared with other
homologous combinations and also recovered a higher bacterial population. In
heterologous combinations both of citrus and coffee strains colonized both host
plants, however both strains never colonized plum plants.

Keywords: Cross inoculation; Heterologous combinations; Bacterial population;
Colonization
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5.1 Introducéao

A “Escaldadura das folhas da ameixeira” (EFA) € uma doenga causada
pela bactéria Xylella fastidiosa (WELLS et al., 1987), que coloniza exclusivamente
os vasos do xilema da planta (RAJU et al., 1982). No Brasil, a ameixeira se
destaca tanto pela relevancia econbémica quanto social, ou seja, proporciona
elevada rentabilidade por area e necessita de intensa mao-de-obra para seu
cultivo (DUCROQUET; ANDRADE; HICKEL, 2001). Embora o Brasil apresente
condi¢cbes edafoclimaticas adequadas para a ameixeira, a EFA tem limitado a
expansdo da cultura ou até inviabilizado o seu cultivo em regides de alta
incidéncia (CASTRO; NAKASU; PEREIRA, 2008).

X. fastidiosa causa outras doencgas de importancia no Brasil, tais como a
Clorose variegada dos citros (CVC) e a Atrofia dos ramos do cafeeiro (ARC). Esta
bactéria possui uma ampla gama de plantas hospedeiras; além de plantas
cultivadas, coloniza diversas espécies silvestres e plantas daninhas, que
apresentam-se, na maioria das vezes, assintomaticas, podendo atuar como
fontes de in6culo (MCELRONE; SHERALD; POOLER, 1999; LOPES et al., 2003).
O principal modo de transmissao de X. fastidiosa € por insetos vetores, que sao
cigarrinhas da subfamilia Cicadellinae (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinae), e
se alimentam nos vasos do xilema das plantas (REDAK et al., 2004). Os insetos
vetores asseguram a disseminagdo de X. fastidiosa no campo e as plantas
hospedeiras servem como reservatorios naturais da bactéria. A presenca de
multiplos espécies de cigarrinhas vetoras, aliada a polifagia e mobilidade desses
insetos parece contribuir para a ocorréncia da bactéria em habitats variados e a
colonizacdo de diversas espécies vegetais. Por outro lado, a diversidade de
condi¢cbes ambientais e plantas hospedeiras a que esta bactéria tem sido exposta
pode ter propiciado a evolugdo de grupos genéticos distintos, que diferem em
certos aspectos bioldgicos, como por exemplo, na capacidade de colonizagao e
patogenicidade a determinadas plantas hospedeiras.

Com base nos estudos genéticos, caracteristicas de crescimento em meio
de cultura e resisténcia a antibidticos, as estirpes de X. fastidiosa foram
agrupadas em quatro subespécies (SHAAD et al., 2004, SCHUENZEL et al.,
2005). A subsp. multiplex inclui estirpes patogénicas a hospedeiros como

pessegueiro, ameixeira, amendoeira entre outras. A subsp. Pauca agrupa as



estirpes patogénicas de citros e cafeeiro da América do Sul. A subsp. fastidiosa
reune as estirpes de X. fastidiosa que causam doenca em videira, alfafa,
amendoeira e platanos (SHAAD et al., 2004), enquanto que a subsp. sandyi
agrupa as estirpes da bactéria que causam doenga em espirradeira e magndlia
(SCHUENZEL et al., 2005).

Considerando-se a variabilidade genética existente em X. fastidiosa,
inclusive dentro de um mesmo grupo genético (ALMEIDA et al., 2008; COLLETA-
FILHO et al., 2011) e ocorréncia simpatrica de grupos distintos em uma regiao,
torna-se importante conhecer suas caracteristicas biolégicas, especialmente suas
relacbes com diferentes plantas cultivadas e vetores. Estudos genéticos e
biolégicos comparando-se estirpes de X. fastidiosa podem prover informagdes
relevantes para a compreensao de possiveis relacdes entre as doengas causadas
pela bactéria em culturas agricolas associadas, assim como, para indicar
possiveis medidas de manejo dessas doencas. No presente estudo comparou-se
a capacidade de infeccdo e multiplicagdo de isolados de X. fastidiosa

provenientes de ameixeira, citros e cafeeiro, em inoculag¢des reciprocas.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Plantas e isolados de X. fastidiosa utilizados

Mudas sadias de citros e cafeeiro foram obtidas por meio de sementes e as
de ameixeira foram adquiridas apds propagagao vegetativa por meio de enxertia
de gemas provenientes de plantas sadias. Antes das inoculagdes mecanicas, as
plantas de propagacao vegetativa foram avaliadas quanto a sanidade através do
teste de PCR, utilizando-se primers especifico para X. fastidiosa. Foram utilizadas
mudas de cafeeiro (Coffea arabica L.) cv. Catuai Vermelho (clone 144), de laranja
doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) cv. Caipira e de ameixa (Prunus domestica L.)
cv. Reubennel. Para padronizagdo do tamanho de mudas de cada hospedeiro,
estas foram submetidas a poda drastica 30 dias antes da inoculagao bacteriana.

A inoculagao bacteriana foi realizada na haste das plantas, a uma altura de
3 a 5 cm acima da base da brotagdo, em ponto préximo a insergcao de peciolos.
Cada planta foi individualmente etiquetada para posterior avaliacdo taxa de

infeccado. Apods a inoculagao, todas as plantas foram mantidas constantemente em
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estufa telada, a prova de insetos vetores, em sacos plasticos com capacidade de
4L, contendo substrato comercial (Rendimax, Eucatex, Piratininga — SP) com
irrigacédo e adubac&o adequadas ao seu desenvolvimento. A cada 3 semanas, as
plantas foram tratadas preventivamente com inseticidas e acaricidas para impedir
a ocorréncia de pragas.

Foram utilizados dois isolados de X. fastidiosa provenientes de ameixeira
com EFA (66amx e 327amx), representativos de grupos geneticamente distintos
com base em analise de ‘multilocus sequence typing’ (MLST) (H. DELLA
COLETTA-FILHO, informagao pessoal); trés isolados da estirpe de citros (124D,
CV21 e 9a5c); e trés da estirpe de cafeeiro (33cf, 6756¢f e 3124cf) os quais ja
haviam sido utilizados em outro estudo (COLLETA-FILHO et al., dados n&o
publicados; PRADO et al., 2008; ALMEIDA et al., 2008).

5.2.2 Inoculagao bacteriana

Os isolados foram retirados do estoque de bactéria mantido em ultra freezer
(-80°C) e foram plagqueados em meio de cultura sdlido (‘periwinkle wilt gelrite’ -
PWG), para crescimento e multiplicacdo das colbnias bacterianas a 28°C. As
coldnias recuperadas foram retiradas das placas com uma alga bacteriolégica, em
camara de fluxo laminar, e ressuspendidas em 1 ml de solugcao de tampéao fosfato
salino (PBS) até a obtencdo de uma suspensao concentrada. Uma aliquota da
suspensao resultante foi retirada para diluicbes em série e subsequente
plagqueamento em meio de cultura ‘Periwinkle wilt gelrite’ (PWG) (HILL;
PURCELL, 1995), para contagem do numero de unidades formadoras de colbnias
(UFC), permitindo assim uma estimativa da concentragdo de células viaveis no
inéculo bacteriano. As plantas-teste foram inoculadas mecanicamente com
suspensdes cuja concentracdo bacteriana variou entre 10® a 10™ UFC/mL,
dependendo do isolado (Tabela 1), em um periodo de tempo total de 14 a 25 min.

Para inoculacao bacteriana nas plantas, utilizou-se a técnica de perfuragao
com alfinete (‘pin-pricking’) descrita por Hopkins (1985). Para isso, uma gota de 5
ML da suspensao bacteriana foi pipetada em um ponto da haste de cada planta,
perfurando-se de 5-7 vezes o ponto com alfinete entomolégico n° 0, para que
ocorresse absorgcao da suspensao. Os isolados das trés estirpes de X. fastidiosa

foram mecanicamente inoculados em 30 plantas de cada espécie hospedeira (3



77

repeticdes de 10 plantas para cada hospedeiro). Como controle negativo para os
testes de diagnodstico, 5 plantas de cada espécie hospedeira foi inoculada
somente com tampéo fosfato salino (PBS). As inoculagbes foram realizadas em
dias ensolarados e com temperatura elevada (>28C), de forma a favorecer a

rapida absorcao da suspensao bacteriana pela planta.

Tabela 1 - Origem dos isolados de Xylella fastidiosa e concentragdo das

suspensodes bacterianas que foram inoculadas mecanicamente nas

plantas
Isolados Planta de origem Log UFC/ml de SB’
327amx Ameixeira 9,66
66amx Ameixeira 12,94
124D Citros 8,93
CV 21 Citros 13,85
9abc Citros 8,66
33 Cafeeiro 11,97
6756 Cafeeiro 14,88
3124 Cafeeiro 9,57

"Log do nuimero de unidades formadoras de colénias (UFC) por ml de suspens&o
bacteriana (SB)

5.2.3 Testes e avaliagOes de isolados de X. fastidiosa

5.2.3.1 Inibicdo de crescimento de X. fastidiosa por macerados vegetais em

isolamento primario

Devido a possivel presenga de compostos inibidores de crescimento bacteriano
em macerados de plantas hospedeiras, antes da instalacdo e avaliacdo dos
experimentos de inoculagdo reciproca, foi realizado um teste de inibicdo de
crescimento bacteriano em cada um dos trés macerados vegetais (ameixeira, citros,
cafeeiro), para isolados representativos das trés estirpes de X. fastidiosa em estudo,
ou seja, de ameixeira (isolado 66), citros (isolado 124 D) e cafeeiro (Isolado 6756). O
objetivo do teste foi avaliar a adequagao do método de isolamento primario em meio

de cultura PWG para quantificacdo da populagao dos isolados de X. fastidiosa nas
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trés espécies vegetais, ja que o referido método envolve homogeneizacao de tecidos
em triturador de haste giratéria, com liberagao de possiveis compostos inibidores.

Assim, comparou-se o crescimento dos isolados em meio de cultura, apds o
plagueamento de suspensdes bacterianas acrescidas (ou ndo) de macerados
vegetais das planta de citros, cafeeiro e ameixeira, nos seguintes tratamentos: A)
Suspenséo bacteriana (SB) de isolado de X. fastidiosa de ameixeira homogeneizada
em tampéo fosfato salino (PBS) na presenca de peciolos de ameixeira; B) SB de
isolado de citros homogeneizada em tampdo PBS na presenga de peciolos de
ameixeira; C) SB de isolado de cafeeiro homogeneizada em PBS na presencga de
peciolos de ameixeira; D) SB de isolados de ameixeira homogeneizada apenas com
tampéo PBS (controle positivo); E) SB de isolados de citros homogeneizada apenas
com tampao PBS (controle positivo); F) SB de isolados de cafeeiro homogeneizada
apenas com tampao PBS (controle positivo); G) Apenas tampao PBS utilizado na
homogeneizagao dos peciolos (controle negativo).

Os isolados purificados, preservados em freezer, foram recuperados em meio
de cultura PWG, e apds 8 dias de crescimento, as colbnias bacterianas foram
raspadas com alca de platina e misturadas em solucédo de PBS para a producdo das
suspensdes bacterianas (SB) a serem usadas como in6culo nos diversos
tratamentos. Apds pesagem (aproximadamente 0,15 g por amostra), os peciolos
foram esterilizados superficialmente em camara de fluxo em uma sequéncia de
banhos de 2 min de duragdo em solugdes de hipoclorito, alcool 70% e agua
autoclavada. Em seguida, os peciolos foram seccionados em pequenos pedagos
com lamina estéril sobre papel filtro autoclavado, e colocados no tampéo PBS para
constituir os tratamentos A-F. As amostras foram homogeneizadas em triturador de
tecidos modelo Turrax (Marconi, Piracicaba, SP). Foram constituidas cinco amostras
(repeticdes) por tratamento, plaqueando-se em meio PWG as diluicbes de 10, 100 e
1000X em PBS, de cada amostra homogeneizada. Apds o plaqueamento, as placas
foram mantidas no escuro em estufa a 28°C. Decorridos 10 dias, realizou-se a
contagem do numero de UFC nas placas de cada amostra e diluicdo. Os dados de
UFC obtidos foram transformados para Log UFC e submetidos a analise de
variancia, sendo as médias comparadas pelo Teste Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade com a ajuda do pacote estatistico SAS 6.12.
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5.2.3.2 Infecgéo e colonizagdo de X. fastidiosa em diferentes hospedeiros
apos inoculacéo

A avaliacdo de infec¢do e multiplicacdo dos isolados de X. fastidiosa nas
plantas de ameixa, citros e café foram realizadas aos 4 e 8 meses apds a inoculacao
(MAI) mecanica das plantas, por meio do isolamento primario em meio de cultura
sélido PWG, conforme descrito por Almeida et al. (2001). Apds 1 ano da inoculagao,
0 método de isolamento em meio de cultura ndo recuperou nenhuma bactéria;
assim, na avaliacdo de 12 MAI foi utilizado o método de reagdo da polimerase em
cadeia (PCR) para a detecgdo de X. fastidiosa nas plantas. Segundo Pooler e
Hartung (1995), o teste de PCR permite a deteccdo de 10? bactérias por reagdo de
amplificagdo, apresentando, assim, um nivel de sensibilidade maior na detecgéo de
X. fastidiosa.

Para efetuar amostragens néao repetitivas, em cada uma das trés avaliagcbes
(4, 8 e 12 meses) foram amostradas folhas coletadas de dez plantas diferentes. Para
o isolamento em meio de cultura, uma amostra de cada planta foi composta de 0,1 -
0,2g do peciolo e da nervura central de trés folhas localizadas de 5 a 15 cm acima
dos pontos de inoculagdo. Diariamente as placas foram observadas quanto ao
aparecimento de contaminantes e de colbnias semelhantes as de X. fastidiosa. Apos
20 a 30 dias do isolamento em meio de cultura as unidades formadoras de colénias
(UFC) foram contadas e levando-se em consideragao as diluigdes, as populacdes de
UFC por grama de tecido foram calculadas, transformadas para Log UFC e
comparadas estatisticamente utilizando-se o teste Tukey (a < 0,05) do programa
estatistico SAS 6.12. Amostras das coldnias recuperadas em meio PWG foram
coletadas para extracdo de DNA e teste de PCR com primers especificos para X.
fastidiosa (FRANCIS et al., 2006), para confirmagao de sua identidade.

Para a deteccao de X. fastidiosa por PCR nas plantas, realizou-se extragao
de DNA total das amostras conforme o protocolo desenvolvido por Minsavage et al.
(1994); no caso de cafeeiro, realizou-se a modificagdo proposta por Pinto e Leite
(1999), com alteragao na concentragao de acido ascérbico para 0,1 M e diluicdo de
extrato em 1:100. Cada amostra utilizada para a extracdo de DNA constituiu-se da
juncdo do peciolo de seis folhas coletadas ao acaso em cada uma das planta
hospedeiras. A amplificacdo do DNA foi realizada utilizando-se os oligonucleotideos
(“primers”) HL5 e HL6, que sao especificos para X. fastidiosa e amplificam um

fragmento de aproximadamente 120 pb, conforme descrito por Francis et al. (2006).



80

O produto da PCR foi visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose (1%)k,
contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio e fotodocumentado pelo programa ‘Eeagle
Eye II’ (Stratagene, La Jolla, CA 92037, EUA).

Adicionalmente, as plantas foram avaliadas aos 4, 8 e 12 meses apds a
inoculagdo quanto a patogenicidade dos isolados, ou seja, as plantas foram
checadas visualmente quanto a ocorréncia de possiveis sintomas de EFA, CVC e
ARC, comparando-se com as plantas do controle negativo (10 plantas de cada

hospedeiro), inoculadas apenas com tampé&o PBS.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Inibicdo de crescimento de X. fastidiosa por macerados vegetais

A populagao bacteriana recuperada em meio de cultura PWG apds a
maceracdo de suspensdes de isolados de X. fastidiosa conjuntamente com
tecidos de ameixeira, citros ou cafeeiro, foi superior a populacédo recuperada das
suspensdes homogeneizadas sem adi¢ado dos respectivos macerados vegetais (F
=7,21; P =0,02) (Tabela 2).

Purcell e Sanders (1999) mostraram que a homogeneizacdo de
suspensdes de X. fastidiosa com o macerado de certas plantas liberaram
inibidores de crescimento de X. fastidiosa. No presente estudo, entretanto, a
presenca de macerados de citros, cafeeiro ou ameixeira n&o inibiu o crescimento
de trés isolados de X. fastidiosa, pertencentes a grupos genéticos distintos. Ao
contrario, a homogeneizagdo com esses macerados promoveu maior crescimento
bacteriano, possivelmente devido a presenca de certos componentes dos tecidos
vegetais, que possam ter favorecido nutricionalmente a bactéria. Atualmente
sabe-se que X. fastidiosa utiliza polissacarideos de plantas, e tem sua formagao
de biofilme e transmissibilidade por vetores favorecida em meios contendo
pectina vegetal (KILLINY; ALMEIDA, 2009)

Os resultados do presente estudo corroboram os dados apresentados por
outros autores, onde a presenca de macerados de plantas de citros estimulou o
crescimento de X. fastidiosa em meio de cultura (HARTUNG;, BERETTA;
BRLANSKY, 1994; ALMEIDA et al., 2001). X. fastidiosa também nao teve seu
crescimento inibido na presenca de macerados de folhas de Vernonia condensata

Baker e Aloysia virgata (Ruiz & Pavan) (MARUCCI et al., 2003), e na presencga de
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macerados de plantas de cafeeiro (PRADO et al., 2008). Considerando-se a
diversidade de isolados e macerados de plantas ja avaliados até o momento
neste tipo de teste, parece claro que a ocorréncia de inibicdo de crescimento
bacteriano seja uma caracteristica peculiar de certas espécies vegetais. Assim,
seria interessante investigar os compostos quimicos envolvidos na inibigao
relatada por Purcell e Saunders (1999), para a identificacdo de possiveis
mecanismos de defesa usados por essas espécies vegetais.

Estes dados validam a técnica de isolamento primario e quantificacéo de X.
fastidiosa em meio PWG para estudos de colonizacao de estirpes de X. fastidiosa

em plantas de citros, cafeeiro e ameixeira.

Tabela 2 - Populagdes de unidades formadoras de colénias (UFC) recuperadas
de suspensodes bacterianas (SB) que foram homogeneizadas com ou
sem macerados de peciolos de ameixeira, citros ou cafeeiro, e

posteriormente plaqueadas em meio de cultura PWG

Isolado de X. Apenas SB  SB+macerado SB+macerado SB+macerado

fastidiosa (origem) de ameixeira de citros de cafeeiro

66 (ameixeira) 496 +0,01b" 520+001a 522+0,02° 5,24+0,01a
124 D (citros) 3,74+0,04b 4,45+0,01a 4,38+0,04° 4,88+0,03a
6746 (cafeeiro) 4,58 + 0,12b 571+0,02a 572+0,022 5,72+0,01a

Log do nimero médio de UFC/ml + EPM (erro padrdo da média). Médias
seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey
(a <0,05).

5.3.2 Avaliacao da infeccao e colonizacao das estirpes de ameixeira, citros e

cafeeiro de X. fastidiosa em inoculacdes cruzadas

No geral, aos 4 meses apods as inoculagdes pelo menos um dos isolados de
cada uma das estirpes de ameixeira, citros e cafeeiro de X. fastidiosa infectou e
colonizou os respectivos hospedeiros de ameixa, citros e cafeeiro em suas
combinagdes homologas (Tabela 3). Entre os dois isolados de ameixeira inoculados,
0 327 amx colonizou uma proporgao maior de plantas (33,3%) quando comparado

ao isolado 66 amx (20%) em sua combinagdo homodloga. Dentre todas as
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combinagdes homodlogas os isolados de citros infectaram uma propor¢gao maior de
plantas, se destacando os isolados 124D e 9a5c, ambos infectando 90% das plantas
de citros avaliadas. Entre os 3 isolados de cafeeiro inoculados, somente o isolado
6756 infectou 50% das plantas em sua combinagcdo homdloga. Nas combinagdes
heterdlogas, um dos isolados de ameixeira (327 amx) infectou 30% das plantas de
citros. Os isolados de citros 124D, CV21 e 9a5c infectaram 22,2%, 10% e 12,5%
respectivamente as plantas de cafeeiro. Por outro lado, dois isolados de cafeeiro,
6756 e 3124 infectaram 22,2% e 10% respectivamente as plantas de citros.

Aos 8 meses apds a inoculagao a proporgao de plantas infectadas no geral
aumentou nas combinagdes homologas , principalmente para os isolado de
ameixeira 327amx, que infectou 50% das plantas e, os de cafeeiro 33 e 3124, que
infectaram 20% e 40% das plantas respectivamente. Exce¢do ocorreu com os
isolados de citros que diminuiram a proporgao de plantas infectadas de 60%, 10% e
66,7% respectivamente para os isolados 124D, CV21 e 9a5c. Nas combinag¢des
heterdlogas, o isolado de ameixeira infectou uma propor¢do maior de plantas de
citros (60%) e pela primeira vez o isolamento recuperou bactéria em uma planta de
cafeeiro (12,5%).

Apods 1 ano da inoculagao das plantas os resultados foram semelhante aos
resultados obtidos 8 meses apds a inoculagdo, com excecdo de que o isolado de
ameixeira 327amx, que havia sido recuperado 8 meses apos a inoculacdo de uma
planta de cafeeiro (combinagdo heteréloga) ndo foi detectado. Na combinagao
heteréloga, somente os isolados de citros (124D e 9a5c) infectaram plantas de

cafeeiro, e o isolado de cafeeiro 6756 infectou uma planta de citros.



Tabela 3 — Taxas de infecgao e populagdes bacterianas de isolados de Xylella fastidiosa em plantas de ameixa, citros e

cafeeiro em diferentes periodos apés inoculagdo mecanica

Isolado (hospedeiro 4 MAI? 8 MAI 12 MAI
de origem) Ameixeira Citros Café Ameixeira Citros Café Ameixeira Citros Café
327amx (ameixeira) 5,1+0,4 (3/9)° 4,6 £0,3(3/10) (0/10) 45+0,2(5/10) 4,4%0,2(6/10) 3,8 (1/8) (4/10)°  (2/10) (0/10)
66amx (ameixeira) 4,8+0,1(2/10) (0/10) (0/10) 4,9 (1/9) (0/10) (0/10) (3/10)  (0/10) (0/10)
(liztfog) (0/10) 62+03(910) 48+07(2/9) (0/8) 69+03(6/10) 4404 (210) | (0/10) (6/10) (2/10)
CV 21 (citros) (0/9) 3,7 £ 0,6 (2/9) 5,8 (1/10) (0/10) 5,6 (1/10) (0/10) (0/10)  (3/10) (0/10)
Ga 5C (citros) (0/10) 6,2+ 0,4 (9/10) 4,5 (1/8) (0/10) 6,2+ 0,1 (6/9) 4,9 +0,4 (3/9) (0/10)  (7/10) (1/10)
(caf?e’zziro) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10) 4,7 £0,1(2/10) (0/10)  (0/10) (2/10)
6756 (cafeeiro) (0/10) 5,4 +0,6 (2/9) 6,0 £ 0,2 (5/10) (0/10) 4,4 (1/9) 5,4 +0,4 (4/10) (0/10)  (1/10) (5/10)
3124 (cafeeiro) (0/10) 4,8 (1/10) (0/10) (0/10) (0/10) 4,5+0,3 (4/10) (0/10)  (0/10) (5/10)
Testemunhas (0/10) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10) (0/10)  (0/10) (0/10)

®MAI: meses apds a inoculacao.

®Numero médio (tEPM) de unidades formadoras de colénias por g de tecido vegetal. Valores entre parénteses representam
a taxa de infecgao, ou seja, a propor¢cao do numero de plantas positivas para X. fastidiosa sobre o total de plantas inoculadas,
determinada pelo método de cultura.

°Proporcao do numero de plantas positivas para X. fastidiosa sobre o total de plantas inoculadas, determinada pelo método
de PCR.
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Tabela 4 — Propor¢ao de plantas com sintomas de Escaldadura das Folhas (ameixeira), Atrofia dos Ramos (cafeeiro) e Clorose

Variegada dos Citros (citros) em diferentes periodos apds inoculagdo mecanica

Isolado 4 MAI? 240 DAI 360 DAI
Ameixa Citros Café Ameixa Citros Café Ameixa Citros Café

327 amx 8/30 0 0 21/30 2/30 0 24/30 0 0
66 amx 5/30 0 0 14/30 0/30 0 19/30 0 0
124 D 0 4/30 0 8/30 13/30 0 13/30 14/30 0
Ccv21 0 2/30 0 6/30 6/30 0 17/30 5/30 0
Ga 5C 0 6/30 0 11/30 14/30 0 22/30 12/30 0
33 0 0 0 12/30 0 0 16/30 0 0
6756 0 0 0 9/30 2/30 0 13/30 1 0
3124 0 0 0 18/30 0 0 12/30 2 0
Testemunha 2/10 0 0 6/10 0 0 8/10 0 0

®MAI: meses apods a inoculacao.
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Alem da proporcdo de plantas infectadas aos 4 e 8 MAI, o método de
isolamento em meio de cultura também avaliou a populagdo bacteriana de X.
fastidiosa presente nas plantas. As maiores concentragdes de inoculo foram as dos
isolados 66 amx, CV21 e 6756 (12,94; 13,85 e 14,88 UFC/g de tecido), entretanto,
com excecgao do isolado de cafeeiro 6756, os outros além de infectarem um numero
menor de plantas, a populacao bacteriana recuperada também foi menor.

Quando consideradas as capacidades de colonizacdo de cada isolado de X.
fastidiosa pode ser comprovada a capacidade do isolado 327amx (proveniente de
ameixeira) em colonizar o préprio hospedeiro de origem e ainda citros e cafeeiro,
sendo o primeiro em maior proporgdo que o segundo. Enquanto que, o isolado 66
amx também proveniente de ameixeira ndo demonstrou essa capacidade. Esses
resultados evidenciam que ha diferengas genéticas entre os isolados e que estas
podem se refletir em diferengas bioldégicas (COLLETA-FILHO et al., dados nao
publicados). Ja os isolados de citros e de cafeeiro colonizaram ambos hospedeiros,
mas foram incapazes de colonizar plantas de ameixeira.

A maior populacado bacteriana detectada tanto aos 4 quanto aos 8 meses apods
a inoculagao foi a da estirpe de citros infectando plantas de citros (combinagao
homologa) (Tabela 3). Também na combinacdo homologa da estirpe de cafeeiro
(6756) a populagao bacteriana recuperada das plantas de cafeeiro foi maior, mas
neste caso a concentracido do inoculo deste isolado, que foi utilizada para infectar as
plantas foi mais alta que a concentracdo dos demais isolados.

Na avaliacdo de sintomas apdés 4 meses da inoculagdo somente nas
combinagdes homologas das estirpes de ameixeira (327amx e 66 amx) e citros
(124D, CV21 e 9a5c) as plantas apresentaram sintomas, ou seja, de ameixeira
inoculadas como os isolados de ameixeira e as plantas de citros inoculadas com
isolados de citros (Tabela 4). Apés 8 meses da inoculagéo a maior parte das plantas
de ameixeira apresentaram sintomas de EFA, mesmo inoculadas com estirpes de X.
fastidiosa originaria de diferente hospedeiros. Entretanto, ndo se pode afirmar que
os sintomas observados nas plantas de ameixeira sejam exclusivamente da
presenca de X. fastidiosa, ou uma mistura do estresse causado pela presenca da
bactéria em condi¢cdes de clima elevado, sendo que ate entdo esta doencga e sua
sintomatologia somente havia sido observado em regiées de clima ameno. Plantas
de citrus colonizadas por isolados de cafeeiro mostraram sintomas tipicos de CVC,

embora em propor¢cao menor do que o numero de plantas colonizadas e as plantas
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de cafeeiro ndo apresentaram sintomas para nenhum isolado das 3 estipes de X.
fastidiosa.

De um modo geral, a reduzida colonizagdo em combinagdes heterdlogas
ocorreu, provavelmente, devido a limitacbes da translocacdo de X. fastidiosa nos
vasos dos xilema, resultando numa possivel perda de viruléncia. Ou também, X.
fastidiosa de origem hospedeira diferente inicialmente pode ate apresentar uma taxa
de multiplicagédo inicial semelhante a das estirpes virulentas e, no entanto, apos
atingir um maximo entraria em declinio, chegando a atingir niveis ndo detectaveis
(HOPKINS, 1985).

Vale ressaltar que os trabalhos de caracterizagao genética tém contribuido nao
apenas para identificar fungdes génicas das estirpes, como também para evidenciar
diferencas entre isolados de mesma estirpe e de estirpes em diferentes hospedeiros.
Hedson et al. (2001) por meio de diversas técnicas moleculares de andlise,
registraram a formagao de dois distintos grupos em isolados de X. fastidiosa de
castanha, enquanto que outros se agruparam com isolados de X. fastidiosa de
videira, que por fim se diferenciaram de isolados da bactéria provenientes de
oleander, péssego e carvalho. Chen et al. (2002) avaliando a relagao filogenética de
isolados de X. fastidiosa provenientes de videira, citros, cafeeiro e amoreira
utilizando isolados de ameixeira, carvalho e pessegueiro como grupos externos de
comparacgao identificaram a formagdo de dois grupos filogenéticos distintos. O
primeiro grupo consistindo basicamente dos isolados de citros e cafeeiro e o
segundo grupo consistindo dos isolados de videira e amoreira, distanciados por sua
vez dos isolados de ameixeira.

Li et al. (2001), inocularam mecanicamente um isolado da estirpe de citros de
X. fastidiosa em plantas de cafeeiro e verificaram que X. fastidiosa induziu sintomas
semelhantes ao de um isolado da estirpe de cafeeiro. Almeida e Purcell (2003),
verificaram que estirpes de videira e de castanha sdo capazes de causar doenca em
castanha, apods inoculagdo mecanica em campo. Este mesmo fato ocorreu em
condigbes de casa de vegetagao, porém apenas isolados de videira foram habeis a
causar doengca em videira. Isolados de castanha infectaram videira, porém
desenvolveram populagdes em médias 10x menores do que isolados de videira, e
ainda, ndo causaram sintomas. Em semelhante trabalho de inoculagao cruzada, mas
realizada em casa de vegetacao, Prado et al. (2008) demonstrou que a estirpe de

citros infectou tanto plantas de citros quanto de café, porem a populagao bacteriana
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foi mais baixa nas plantas de cafeeiro, exigindo uma concentragdao de inéculo 10x
mais alta que a necessaria para obter uma taxa de infecgdo semelhante (25%) em
citros. Por outro lado, a estirpe cafeeiro n&o colonizou a plantas de citros.

Um numero expressivo de isolados de X. fastidiosa coletados no Brasil foram
avaliados por Almeida et al. (2009), utilizando a técnica de Multi Locus Sequence
Typing —MLST, verificaram a presenca de dois grupos genéticos distintos entre os
isolados de citros e cinco grupos distintos entre os isolados de cafeeiro, contudo,
diferencas genéticas podem ou ndo implicar em diferengas fenotipicas. Porém,
guando estas ocorrem, pequenas diferengas genéticas podem alterar caracteristicas
de patogenicidade e conferir particularidades ainda maiores aos patossistemas
compostos pela mesma espécie de X. fastidiosa, porém, de grupos genéticos
diferentes.

No caso de isolados de ameixeira, estes haviam sido utilizados apenas como
outgroups em trabalhos anteriores, porém, Della Coletta Filho et al. (dados néao
publicados) avaliaram diversos isolados de X. fastidiosa provenientes de diferentes
regides produtoras de ameixa do Brasil por meio de Multi Locus Sequence Typing, e
detectaram a ocorréncia de dois grupos genéticos, sendo um grupo predominante e

outro de ocorréncia rara.

5.4 Concluséao

Macerados vegetais de cafeeiro, ameixeira e citrus nao inibem o crescimento
de Xylella fastidiosa em meio de cultura, validando a técnica de isolamento primario
como metodologia estudos de avaliagdo da bactéria nessas espécies vegetais.

Estirpes de Xylella fastidiosa de citros e cafeeiro ndo colonizam plantas de
ameixeira.

Isolado de ameixeira é capaz de colonizar plantas de citros em proporg¢ao
significativa e também plantas de cafeeiro, porém com baixas taxas de sucesso.

Isolados de Xylella fastidiosa de citros sao capazes de colonizar plantas de

cafeeiro.
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6 CAPACIDADE DE INFECCAO E COLONIZACAO DE Xylella fastidiosa EM
DIFERENTES CULTIVARES DE AMEIXEIRA

Resumo

A doenga conhecida como Escaldadura das Folhas da Ameixeira (EFA),
representa um entrave para a producao da fruta no pais, embora o Brasil disponha
de condi¢des edafoclimaticas e de mercado favoraveis a expansao da cultura. A
doenca é causada pela bactéria Xylella fastidiosa e ocorre em todos estados
produtores da fruta. A resisténcia genética de cultivares pode representar uma das
principais alternativas para o controle da doenga, porém, os atuais programas de
melhoramento dependem de avaliacbes de sintomas de EFA e de produtividade em
campo, que tornam o processo longo . O presente estudo foi desenvolvido em
Videira, estado de Santa Catarina, com o objetivo de conhecer a capacidade de
colonizagdo de isolados de X. fastidiosa em diferentes cultivares de ameixeira
(Prunus salicina), bem como avaliar a aplicabilidade da metodologia de inoculagao
mecénica da bactéria para estudos de resisténcia ao patogeno. Os isolados 327amx
e 66amx, provenientes de ameixeira e pertencentes a subgrupos genéticos distintos,
foram inoculados com agulhas em mudas de P. salicina de aproximadamente 1 ano
de idade, das cultivares ‘Santa Rosa’, ‘Reubenel’ e ‘Leticia’, previamente
classificadas em avaliagdes de campo como altamente suscetivel, moderadamente
resistente e altamente resistente, respectivamente. A inoculagao foi realizada em
janeiro de 2010 e apds o procedimento as plantas permaneceram em telado a prova
de insetos vetores, com oportunidade de enraizamento no solo. A avaliacao de
infeccdo e colonizagdo de X. fastidiosa foi realizada 120 e 240 dias apods a
inoculacdo, por meio de isolamento primario em meio de cultura ‘Periwinkle wilt
gelrite’ (PWG). Para ambos isolados, detectou-se uma maior frequéncia de plantas
infectadas na cultivar Santa Rosa, evidenciando sua maior suscetibilidade. Os
resultados corroboram as classificagbes de resisténcia/suscetibilidade a EFA pré-
estabelecidas em ensaios de infeccdo natural no campo, e validam a técnica de
inoculagdo mecanica para ‘screening’ inicial de novas cultivares quanto a resisténcia
ao patégeno em telados.

Palavras-chaves: Melhoramento de plantas; Bactéria; Cultivares

Abstract

The disease known by Plum Leaf Scald (PLS) represents a serious threat for
plum vyield in the country, although Brazil has great potential in terms of
environmental conditions and market for expanding the crop. The disease is caused
by the bacterium Xylella fastidiosa and it occurs in all fruit producing States. Genetic
resistance of plum cultivars can represent the main alternative for the disease
control/management, however, the current breeding programs depend on PLS
symptom assessment and field yield, what turns a long term process. This study was
conducted in Videira, Santa Catarina State, in order to evaluate the colonizing ability
of X. fastidiosa isolates from plum in different plum (Prunus salicina) cultivars, as well
as validate the method of bacterial mechanical inoculation for studies of plants
resistance against the pathogen. The isolates 327 amx and 66 amx from plum plants
belonging to distinct genetic subgroups were inoculated with needles in one-year-old
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P. salicina nursery trees ‘Santa Rosa’, ‘Reubenel’ and ‘Leticia’and cultivars, which
were previously classified in field tests as highly susceptible, moderately resistant
and highly resistant, respectively. The inoculation was performed on January 2010
and plants were kept in insect-free greenhouse during the whole period, with chance
of rooting in the soil. Bacterial infection and colonizing was evaluated at 120 and 240
days after inoculation by means of primary isolation in PWG culture medium.
Considering both isolates, the cultivar Santa Rosa showed a higher frequency of
infected plants, demonstrating greater susceptibility. The results corroborate with the
ratings of resistance/susceptibility to PLS pre-established in field assays of natural
infection and they also validate the method of mechanical inoculation for initial
screening of new cultivars in terms of pathogen resistance.

Keywords: Breeding plants; Bacterium; Cultivars

6.1 Introducéo

A ameixeira € uma das frutiferas de cultivo mais antigo no Brasil, ndo
havendo informagdes precisas sobre quando foi introduzida (CASTRO; CAMPOS,
2003; CASTRO; NAKASU; PEREIRA, 2008). Pertence a familia das Rosaceas
(subfamilia Prunoideae) e ao género Prunus (L.) (SIMAO, 1971), sendo Prunus
salicina Lindl. e Prunus domestica L. as espécies de maior importancia
econdmica (GRELLMANN; SIMONETTO, 1996). A maioria das cultivares
cultivadas no pais é oriunda de P. salicina, destacando-se a Amarelinha, América,
Irati, Gulf Blaze, Leticia, Reubennel e Picktone (MARODIN; ZANINI, 2005).

O cultivo dessa fruta apresenta boas perspectivas de exploragao econémica
no pais, com precos eleveados da fruta, possibilidade de negociagao direta dos
produtores com o mercado consumidor, alta rusticidade da planta, boa
conservagao de frutos e grande variabilidade de cultivares, o que a torna uma
frutifera de boa aceitagdo pelos agricultores (CASTRO; NAKASU; PEREIRA,
2008). Porém, apesar do longo tempo em que essa fruteira foi introduzida no
Brasil, e das condicbes adequadas ao seu cultivo, entraves fitossanitarios tém
dificultado o desenvolvimento da atividade fazendo com que plantacdes de
ameixeiras sejam substituidas por outras culturas como o pessegueiro, por
exemplo (FAO, 2011; FACHINELLO et al., 2011). O principal entrave é a doenga
conhecida como “Escaldadura das Folhas da Ameixeira” (EFA), que tem dizimado
pomares em diferentes regides e condiciona o pais a posi¢do de importador da
fruta (FAO, 2011). A doenga é causada pela bactéria Xylella fastidiosa, que

coloniza os vasos do xilema das plantas provocando sintomas severos, tais como



seca de ramos e morte de plantas (RAJU et al., 1982; DUCROQUET; ANDRADE;
HICKEL, 2001). Esta doencga foi responsavel pelo grande declinio ocorrido nos
pomares, principalmente na década de 70 (CASTRO, 2008; FACHINELLO et al.,
2011).

Desde o inicio do cultivo da ameixeira no Brasil, e de forma mais
intensificada na década de 80, a area de melhoramento genético buscou
cultivares adaptadas as varias regides brasileiras, com potencial para a produgao
e resisténcia a EFA, que comprometia a expansdo dos pomares (CASTRO;
NAKASU; PEREIRA, 2008).

Entretanto, o trabalho de desenvolvimento de cultivares resistentes
apresenta-se como um processo demorado, uma vez que se trata de uma doenca
causada por uma bactéria de dificil cultivo e crescimento lento em meio de
cultura, e a selegcao de materiais é feita basicamente tomando como parametro a
manifestacdo de sintomas em plantas testadas em condicdo de campo, plantadas
em meio a pomares infectados (DALBO et al., 2010). Porém, a manifestacdo
inicial dos sintomas da doenca, caracterizados como uma necrose do limbo foliar
(RAJU et al., 1982; DUCROQUET; ANDRADE; HICKEL, 2001), que confere o
aspecto de queimadura nas folhas, é resultande de uma combinagao de fatores
como cultivar, populagdo bacteriana presente nos vasos colonizados, idade e
condigdo nutricional da planta e da estirpe da bactéria, entre outros (LOPES;
DAUGHERTY; ALMEIDA, 2009; DAUGHERTY et al., 2010, CHATTERJEE;
ALMEIDA; LINDOW, 2008) o que torna este parametro altamente variavel para

ser usado isoladamente como meio de selecdo de materiais vegetais.
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No Brasil, ha outras estirpes de X. fastidiosa que infectam plantas de citros,

causando a doenga conhecida como “Clorose Variegada dos Citros” (CVC)

(ROSSETI et al., 1990) e cafeeiro, causando a “Atrofia dos Ramos do Cafeeiro” ou
‘Requeima das Folhas do Cafeeiro” (PARADELA-FILHO; SUGIMORI; RIBEIRO,

1995). Em outros paises, particularmente nos Estados Unidos da América (EUA),

X.

fastidiosa causa doencas em varias culturas de importancia econémica, tais como

videira, alfafa, amendoeira e pessegueiro, bem como em espécies arbdreas e
ornamentais (PURCELL; FEIL, 2001; HOPKINS, 1989; HOPKINS; PURCELL, 2002;

PURCELL; HOPKINS, 1996).

A CVC foi considerada durante muitos anos como a principal doenga da

citricultura paulista (LOPES, 2004) e, devido a isso, tem sido objeto de varios
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estudos relacionados a busca de cultivares resistentes ou tolerantes ao patégeno,
uma vez que apenas utilizacdo de mudas sadias e outras medidas profilaticas de
manejo ndo garantem um pomar isento da doenca. Em campo, a bactéria é
transmitida entre plantas pela agdo de insetos vetores (cigarrinhas) pertencentes as
familias Cicadellidae (subfamilia Cicadellinae), Cercopidae e Cicadidae (LOPES,
1996; ROBERTO et al., 1996). Desta forma, mesmo pomares formados a partir de
mudas sadias estdo expostos a agcao desses insetos.

Estudos genéticos dessa espécie de bactéria mostram que existem diferentes
grupos clonais identificados, tanto para estirpes de cafeeiro, quanto de citros e
videira, e que, em hipdtese, a patogenicidade dos isolados pode variar entre esses
grupos (VAN SLUYS et al., 2003; CHANG et al.,, 1993; SCHAAD et al., 2004,
SCHUENZEL et al., 2005; CHEN et al.,, 2002; COLETTA-FILHO; BITTLESTON;
ALMEIDA, 2011). Em um estudo de caracterizagdo genética de isolados de X.
fastidiosa de ameixeira de diferentes regides do Brasil, utilizando-se a técnica de
‘multilocus sequence typing’ (MLST), pelo menos dois complexos clonais de X.
fastidiosa foram identificados, sendo um deles caracterizado como préximo ao dos
isolados de cafeeiro e citros (subespécie. pauca), porém de ocorréncia rara em
ameixeira, e outro caracterizado como pertencente a subespécie multiplex, sendo
predominante na cultura (H. D. Colleta-Filho, Informagao pessoal). Hipoteticamente,
diferentes isolados podem apresentar niveis variaveis de patogenicidade. Assim, é
importante considerar a identidade dos isolados de X. fastidiosa usados na
inoculacdo de plantas de ameixeira em programas de melhoramento, para que os

dados de diferentes estudos possam ser comparados entre si.

Estudos da capacidade de colonizagcdo da bactéria em plantas, principalmente
em citros e cafeeiro no Brasil, e em videira, alfafa e amendoeira nos EUA, tém
utilizado métodos de inoculagdo mecanica por meio de agulhas (LOPES;
DAUGHERTY; ALMEIDA, 2010; ALMEIDA et al., 2001; ALMEIDA; PURCELL 2003;
PRADO et al.,, 2008). Este método foi desenvolvido por Hopkins (1985) para
trabalhos com videira e adaptado por Almeida et al. (2001) em estudos com citros. A
técnica consiste na deposicdo de suspensdo concentrada da bactéria previamente
multiplicada em meio de cultura, sobre partes tenras da planta, com posterior

perfuracao do local com agulha estéril ou alfinete entomoldgico, de forma a atingir os
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vasos do xilema, cuja tensdo é negativa, possibilitando a absor¢édo da suspensao
bacteriana para o interior desses vasos.

Considerando-se as potenciais contribuicbes da técnica de inoculacao
mecanica de X. fastidiosa em programas de melhoramento, o presente estudo teve
por objetivo avaliar a sua aplicabilidade como método de avaliagao de resisténcia de
cultivares de ameixeira a diferentes grupos genéticos de X. fastidiosa, bem como
para determinar a capacidade de isolados desses diferentes grupos em colonizar

diferentes cultivares de ameixeira.

6.2 Material e Métodos

O estudo foi conduzido na sede da EPAGRI, em Videira - SC, por ser uma
regido de clima frio, e produtora de ameixas. Diferentes cultivares de ameixeira
foram inoculados mecanicamente com dois isolados representativos dos principais
grupos genéticos de X. fastidiosa encontrados em ameixeira.

Isolados de X. fastidiosa. Foram inoculados os isolados 66amx e 327amkx,
provenientes de ramos sintomaticos de ameixeira com EFA, coletados em Jarinu-
SP e Veranodpolis- RS, respectivamente. O primeiro isolado foi caracterizado
geneticamente como pertencente a subespécie multiplex de X. fastidiosa, que é
predominante em ameixeira, € o0 segundo é representante de um grupo
geneticamente mais préximo da subespécie pauca, de ocorréncia rara em ameixeira,
conforme analise por ‘multilocus Sequence Typing (Della Colleta Filho, dados n&o
publicados).

Obtencédo de plantas. Mudas sadias de ameixeira (P. salicina) das cultivares
‘Santa Rosa’ (considerada suscetivel), ‘Reubennel’ (cultivar padréo) e ‘Leticia
(considerada resistente) foram obtidas por meio de enxertia de gemas provenientes
de arvores sadias, mantidas constantemente em viveiros telados a prova de insetos
vetores. Como porta-enxerto foi utilizado pessegueiro (Prunus persica (L) Batsch) da
variedade ‘Okinawa’. Antes das inoculagbes, as plantas propagadas
vegetativamente foram avaliadas quanto a sanidade por meio de teste de PCR
especifico para X. fastidiosa. Para homogeneizagcao do tamanho de mudas de cada
hospedeiro, estas foram podadas a uma altura de 35 cm acima do ponto de enxertia,
70 dias antes da inoculagéo.

Inoculacdo bacteriana. Os isolados utilizados para o estudo foram retirados

do estoque mantido em ultrafreezer (-80°C) e plagueados em meio sdlido ‘Periwinkle
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wilt gelrite’ - PWG (HILL; PURCELL, 1995) para multiplicacdo. Colonias resultantes
do primeiro repique, com 15 dias de crescimento em meio PWG, foram retiradas das
placas com algca bacteriologica e adicionadas em 1 ml de tampao ‘phosphate
buffered saline’ (PBS) até a obtengdo de uma suspensao turgida, da qual foi retirada
uma aliquota para diluicdes em série e plaqueamento em meio de cultura, permitindo
o calculo da concentragao de células viaveis na mesma.

Os isolados foram inoculados mecanicamente em 30 plantas de cada cultivar
por meio da técnica de agulha. Para isso, foi depositada uma gota de 5 pul da
suspensdo bacteriana sobre trés pontos da parte mais tenra da haste de cada
planta, perfurando-se os pontos 5-7 vezes com alfinete entomoldgico No. 0, para
que ocorresse absor¢cdo da suspensado. A localizagdo dos pontos foi padronizada,
sendo um ponto em cada ter¢o da haste (basal, mediano e superior). Como controle
negativo para os testes diagndsticos e avaliagao de sintomas, 10 plantas de cada
cultivar foram inoculadas somente com tampao PBS. A inoculacao foi realizada em
10/01/2010, quando as mudas apresentavam, aproximadamente, 1 m de altura.

Apds a inoculagado, todas as plantas foram mantidas em estufa com tela a
prova de insetos vetores, em vasos plasticos com capacidade de 4 L, contendo
substrato comercial (Rendimax, Eucatex, Itapetininga, SP) misturado com solo na
proporgao 2:1, com irrigacdo e adubagdo adequadas ao seu desenvolvimento. A
base do vaso foi perfurada de forma a permitir o desenvolvimento das raizes junto
ao solo. A cada 3 semanas, as plantas foram tratadas preventivamente com
inseticidas e acaricidas para impedir a ocorréncia de pragas.

Avaliacdo da colonizagcdo bacteriana. A infecgdo e a multiplicagdo por X.
fastidiosa foram avaliadas aos 120 e 240 dias apds inoculacdo, por meio de
isolamento primario em meio de cultura. Para isso, foram coletadas de cada planta
uma amostra composta de 0,1- 0,2 g do peciolo e da nervura central de trés folhas
(uma em cada ponto de inoculagdo) localizadas logo acima dos pontos de
inoculacéo.

O isolamento primario e quantificacdo da concentragdao bacteriana no tecido
vegetal foram realizados em meio solido PWG, seguido a metodologia de Hill e
Purcell (1995). ApOs pesagem e esterilizagdo superficial, as amostras foram
maceradas em 2 mL de tampado PBS, usando-se homogeneizador tipo Turrax
(modelo MA102, Marconi, Piracicaba, SP) por 10 a 15 s, com uma rotagao da lamina

da haste giratoria de, aproximadamente, 20.000 rpm. Entre uma trituragdo e outra, a
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haste foi desinfetada por imersdo em recipientes contendo agua destilada
autoclavada (5 s), alcool 92,8% (15 s) e novamente agua destilada autoclavada (5
s). A suspensdo homogeneizada foi diluida 10 e 100x em PBS autoclavado. Apods a
diluicdo, uma aliquota de 20 pl de cada diluicao foi plaqueada em meio PWG. As
placas foram acondicionadas em estufa a temperatura de 28°C, sendo avaliadas sob
microscopio estereoscopico aos 14, 21 e 30 dias do plagueamento, quanto ao
numero de unidades formadoras de colénias (UFC) nas aliquotas. A concentragao
bacteriana (C), medida em numero de UFC por grama de tecido vegetal (UFC/g) foi
calculada com base no peso inicial das amostras foliares e nas diluicbes do material
vegetal em tamp&o PBS, utilizando-se a férmula: C = 100.(1/p).UFC.(10)", onde n é

o fator de diluicdo e p, peso da amostra foliar (g), de acordo com Hopkins (1985).

Para avaliacdo da patogenicidade, as plantas inoculadas foram analisadas a
cada 60 dias quanto a ocorréncia de possiveis sintomas de EFA, em relacdo aos

controles negativos (10 plantas) da mesma espécie vegetal.

6.3 Resultados e Discusséo

As suspensdes bacterianas inoculadas apresentaram concentracdo de 2,3 x
10% e 1,9 x 10° UFC/ml, respectivamente, para os isolados 66amx e 327amx.
Almeida et al. (2001) obteve taxa de infeccdo acima de 80% quando inoculou
suspensdes de X. fastidiosa com concentragdo de 10® UFC/ml em ‘seedlings’ de
citros pelo método de agulha. Assim, embora a taxa de infecgdo possa variar em
funcdo do hospedeiro e do isolado utilizado, pode-se considerar que as
concentragdes de indculo utilizadas no presente estudo foram adequadas para
obtencao de uma taxa de infecgao representativa.

Nas duas avaliagdes de colonizacdo bacteriana, aos 120 e 240 dias apds a
inoculagdo, nenhuma planta do tratamento testemunha (inoculadas apenas com o
tampao) apresentou amostras com crescimento bacteriano em meio de cultura,
demonstrando que as plantas utilizadas eram sadias.

Aos 120 dias apods a inoculagdo, correspondendo ao final do periodo de
temperaturas mais elevadas no local, observou-se que o numero de plantas
colonizadas pelo isolado 66amx foi menor quando comparado ao 327amx (Tabela
1). Entretanto, ndo se pode concluir sobre uma maior habilidade de colonizacédo do

isolado 327amx, uma vez que sua suspensao bacteriana inoculada foi cerca de 10X
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mais concentrada que a do isolado 66amx. Em hipdtese, uma maior quantidade de
células viaveis pode ter atingido os vasos do xilema, aumentando a probabilidade de
sucesso na infecgao e colonizacdo das plantas pelo isoaldo 327amx. Uma relagao
positiva entre concentracdo bacteriana no inéculo e taxa de infecgdo de plantas por
X. fastidiosa ja foi relatada em citros e cafeeiro, quando as plantas foram inoculadas
com concentracdes variando de 10* a 10 UFC por grama de tecido vegetal (PRADO
et al., 2008).

Tabela 1 — Proporg¢ao de plantas infectadas em diferentes cultivares de ameixeira,
apos 120 e 240 dias da inoculagao mecanica de dois isolados de Xylella
fastidiosa e concentragédo bacteriana (Unidades Formadoras de Colbnia

— UFC) em plantas infectadas

Isolado Cultivar Proporcéo e percentual de Mediana do No. de
plantas infectadas UFC/g tecido vegetal
120 dias 240 dias aos 120 dias
Reubennel 1/15 (6,7)? 2/15 (13,3) 8,5x 10°
327amx Leticia 3/15 (20,0) 1/15 (6,0) 1,2 x 10°
Santa Rosa  3/25 (12,0) 10/15 (66,6) 2,3x 10°
Subtotal 7155 (12,7) 13/45 1,2 x 10°
Reubennel 0/20 (0,0) 2/20 (10,0) -
66amx Leticia 0/20 (0,0) 1/20 (5,0) -
Santa Rosa 1/22 (4,5) 3/20 (15,0) 5,4 x 10°
Subtotal 1/62 (1,6) 5/60 (8,3) 5,4 x 10°
Total 8/117 (6,8)  19/105 (18,1)

®No. de plantas positivas para X. fastidiosa por isolamento primario em meio de
cultura sobre o total de plantas inoculadas. Numeros entre parénteses representam
o percentual de plantas infectadas.

Agrupando-se os dados dos dois isolados nas trés cultivares de ameixeira,
observou-se que o percentual total de amostras infectadas aumentou de 6,8 para
18,1% entre o periodo de 120 e 240 dias apds a inoculagdo (Tabela 1). Isso
evidencia que o processo de colonizagdo em ameixeira pode ser lento, similar ao
qgue acontece em citros e cafeeiro (ALMEIDA et al., 2001; PRADO et al., 2008) e que

€ necessario um periodo de varios meses para que a populagao bacteriana atinja a
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concentracdo minima de 10° UFC/g tecido, detectavel pelo método de isolamento
primario em meio de cultura.

Para ambos os isolados foi possivel observar uma diferente proporcédo de
plantas colonizadas entre as cultivares utilizadas. Aos 240 dias apds a inoculacio, a
cultivar Santa Rosa chegou a apresentar 66% de plantas infectadas pelo isolado 327
amx (Tabela 1). Estes dados corroboram com as informagdes de melhoramento
vegetal de ameixeira, que classificam essa cultivar como altamente sucetivel, fator
pelo qual foi abandonada pelos produtores nas regides em que se adaptava ao
clima. Ja a cultivar Reubennel apresenta-se com resisténcia moderada em estudos
de melhoramento. Da mesma forma, no presente estudo o seu percentual de plantas
infectadas é intermediario entre Santa Rosa e Leticia, sendo esta ultima cultivar
considerada de elevada resisténcia, embora tenha apresentado percentuais de
infecgcdo muito préoximos aos de Reubennel.

Os percentuais de plantas das diferentes cultivares manifestando sintomas
foliares de EFA (Tabela 2) foram, em geral, superiores aos de plantas que se
mostraram infectadas pelo teste de isolamento primario em meio de cultura (Tabela
1). Porém, deve-se considerar que os sintomas de EFA sao facilmente confundidos
com deficiéncia nutricional (FRY et al., 1990), pelo fato de serem resultantes do
entupimento dos vasos colonizados pela bactéria. Esta obstrugcdo ocorre nao
somente pelo biofilme formado no interior dos vasos do xilema, mas também pelas
projecbes parenquimaticas da propria planta, conhecidas como tiloses, que se
formam como uma forma de defesa da planta ao patégeno. Desta forma, torna-se
restrita a passagem dos nutrientes e agua para a parte aérea, e essa restricao se
manifesta inicialmente nas folhas como sintoma de deficiéncia nutricional. Com a
evolugcao da doencga, os sintomas tornam-se mais severos, ocorrendo seca de ramos
e posteriormente morte da planta (DUCROQUET; ANDRADE; HICKEL, 2001).
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Tabela 2 - Proporcao de plantas de diferentes cultivares de ameixeira com sintomas
de Escaldadura das Folhas aos 120 e 240 dias apds a inoculagao

mecanica de dois isolados de Xylella fastidiosa

Isolado Cultivar Proporcéo e percentual de plantas com

sintomas foliares

120 dias 240 dias
Reubennel 10/30 (33,3)* 18/30 (60,0)
327amx Leticia 8/30 (26,0) 15/30 (50,0)
Santa Rosa 17/50 (34,0) 31/50 (62,0)
Reubennel 9/40 (22,5) 12/40 (30,0)
66amx Leticia 8/40 (20,0) 15/40 (37,5)
Santa Rosa 26/42 (61,9) 31/42 (73,8)

®No. de plantas com um ou mais folhas sintomaticas sobre o total de plantas
inoculadas. Numeros entre parénteses representam o percentual de plantas
sintomaticas.

Ainda nao é conhecida a populagdo minima necessaria de X. fastidiosa nos
tecidos de ameixeira para que ocorra a manifestacdo de sintomas; assim, plantas
infectadas, porém com populagdo bacteriana ainda baixa, podem apresentar-se
assintomaticas. Em citros, as plantas comegam a manifestar sintomas de CVC
quando as plantas atingem populacdes de 10°-10° UFC/g de tecido (ALMEIDA et al.,
2001). Em videira, sintomas de Mal de Pierce foram observados para isolados de X.
fastidiosa que desenvolveram populacdes de 10°-108 UFC/g de tecido (ALMEIDA,;
PURCELL, 2003). Portanto, € importante considerar informag¢des sobre taxas de
infeccdo e colonizagdo bacteriana (principalmente populagdo da bactéria e sua
movimentacdo no tecido vegetal), juntamente com a avaliagdo de expressao de
sintomas da doenga, como diagndéstico de resisténcia/tolerancia de cultivares a X.
fastidiosa, em programas de melhormento.

Em citros, foi necessario um aperfeicoamento de metodologias de inoculagéo e
avaliacao de resisténcia a X. fastidiosa; as primeiras avaliagcbes de materiais foram
realizadas em plantas inoculadas por meio de enxertia, com garfagem lateral de
ramos com sintomas tipicos de CVC (LI, 1997; JAIMEZ et al., 2002), e a selegéo de
cultivares baseada na presenca/auséncia de sintomas. No entanto,

incompatibilidade de tecidos vegetais, tecidos pouco infectados utilizados na
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garfagem, entre outros aspectos, tornavam a eficiéncia de infeccéo baixa (JAIMEZ et
al., 2002; MACHADO et al., 1992).

Outro fator a ser considerado quanto a metodologia de avaliagao de resisténcia
de plantas a patdégenos transmitidas por insetos, € a densidade populacional,
comportamento e infectividade desses vetores no campo. O programa hoje
estabelecido no pais para melhoramento de ameixa conta com ensaios a campo,
nos quais novas cultivares s&o plantadas em meio a pomares altamente
contaminados, como forma de induzir a ocorréncia da doencga. Neste contexto, tais
estudos dependem da ocorréncia de populacdes de insetos vetores na area e de
sua alimentagcdo e movimengao entre plantas de ameixeira, para que ocorra a
transmissao e o subsequente desenvolvimento ou ndo da doenga. Embora Wistrom
e Purcell (2005) tenham demonstrado que a taxa de infeccdo de plantas por X.
fastidiosa em casa de vegetacdo € maior quando realizada por meio cigarrinhas
vetoras do que por inoculagdo mecanica, a campo nao existe meios de assegurar
que todas as plantas foram visitadas e alvo de alimentag&o por cigarrinhas vetoras
em iguais condigdes. Daugherty et al. (2011) demonstraram que cigarrinhas vetoras
de X. fastidiosa em videira nado diferenciam plantas sadias de plantas infectadas
ainda assintomaticas, porém, se orientam preferencialmente a plantas sadias em
relacdo a plantas doentes ja sintomaticas.Considerando ainda que diferentes
cultivares de ameixeira possuem caracteristicas anatébmicas diferentes (CASTRO et
al., 2008), algumas podem ser mais atrativas para a alimentagdo destes insetos
quando comparadas a outras, o que ja é observado em outras culturas
(MONTESINO et al.,, 2006; MOLINA et al., 2010) e pode induzir a um maior
percentual de plantas infectadas nas cultivares preferidas, sem necessariamente
serem mais suscetiveis a doenca.

Considerando os aspectos acima discutidos, a inoculagdo mecanica permite
um maior controle sobre fatores que podem interferir nos resultados das
comparacgdes entre cultivares, pois permite a quantificagcdo e padronizacdo da dose
inoculada nas plantas, e o controle do local (parte da planta), numero e a época das
inoculagbes. Em casa de vegetacao, pode-se realizar inoculagdes mecanicas em
épocas semelhantes as de picos populacionais de insetos vetores no campo, de
modo a sincronizar o inicio das infeccdes do experimento com a época e condi¢cdes
climaticas em que as epidemias se desenvolvem no campo. Além disso, as plantas

podem ser mantidas em telados ou mesmo receber aplicagado de inseticidas para
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evitar uma eventual exposicao a insetos vetores, garantindo a padronizacdo do
procedimento.

Por fim, a técnica de inoculacdo mecanica e avaliacdo de colonizacao
bacteriana permite a selecdo de materiais em um curto espaco de tempo quando
comparada ao processo normal de selecido de cultivares, podendo ser usada,
inclusive, para um ‘screening’ inicial de um grande numero de cultivares, antes de
um estudo de campo. De acordo com os dados, aos 8 meses apos a inoculagao ja &
possivel recuperar células viaveis de um numero significativo de plantas. Mesmo que
o estudo tenha a necessidade de ser repetido por mais de uma vez, ou mesmo
extender-se por um periodo mais longo, o ganho de tempo no programa de

melhoramento é de aproximadamente 50%.

6.4 Conclusao

A técnica de inoculagcdo mecanica de Xylella fastidiosa e avaliagcdo por meio
de isolamento primario sao aplicaveis em estudos de avaliagao de resisténcia de
plantas de ameixeira a bactéria.

A cultivar ‘Santa Rosa’ apresenta alta suscetibilidade a colonizagao por X.
fastidiosa. As cultivares ‘Reubennel’ e ‘Leticia’ apresentam maiores niveis de

resisténcia a X. fastidiosa quando comparadas a ‘Santa Rosa’.
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