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RESUMO

A citricultura contribui com o maior volume da producéo brasileira de frutas,
obtido com alta produtividade dos pomares, resultado da adocao de tecnologias como
adensamento de plantio, adubacao e irrigacdo. Porém, o aumento na incidéncia de
problemas fitossanitarios, principalmente do huanglongbing (HLB), pressiona custos
de producao e acarreta diminuicdo da sustentabilidade do setor. O agente causal do
HLB é uma bactéria restrita ao floema (Candidatus Liberibacter) que causa prejuizos
a absorcao de agua e nutrientes. Apesar da existéncia de recomendacdes que visam
reduzir a susceptibilidade de plantas ao HLB com melhor manejo da irrigagéo e da
adubacdo, pouco se sabe sobre a relacdo entre disponibilidade hidrica e as respostas
fisioldgicas e nutricionais em plantas de citros infectadas com HLB. O presente estudo
tem por objetivo compreender as alteracdes fisioldgicas, nutricionais e bioquimicas
observadas em estagios iniciais da infeccdo por HLB em plantas de laranjeira
‘Valéncia’ (C. sinensis) enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’ [Citrus paradisi X
Poncirus trifoliata (L.)], submetidas a diferentes condi¢des de suprimento de dgua. O
experimento foi desenvolvido em vasos em casa-de-vegetacdo e o0 delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema de parcelas
subdivididas, com duas condi¢cfes de infeccdo (HLB+ e HLB-) e duas condi¢cdes de
suprimento de agua (irrigacao plena (Fl) e déficit de irrigacao (DI)). Aos 75 dias apos
o transplantio, foram avaliados os seguintes parametros: taxa fotossintética liquida,
transpiracdo, condutancia estomatica, eficiéncia intrinseca no uso da agua, area e
massa foliar, titulo bacteriano em folhas e raizes, teores de amido e de acucares
soluveis, teores de nutrientes e massa seca de folhas, ramos e raizes. Os resultados
foram analisados pelo teste t de Student a 5% de probabilidade. As plantas infectadas
com HLB e submetidas ao déficit de irrigacao apresentaram menor acimulo de amido,
maior contetdo de agucares sollveis em folhas, maior eficiéncia no uso da agua e
maiores teores de nutrientes na parte aérea. Essas respostas em plantas sob déficit
hidrico foram associadas a diminuicdo na populacdo bacteriana em partes da planta
previamente infectadas, bem como na desaceleracédo do progresso da doenca para
partes novas da copa que se desenvolveram apés a infeccdo. A diminuicdo na
populacdo bacteriana sob condicdo mais restrita de suprimento de agua € importante
informacéo para futuras praticas de manejo com espécies que venham a ser tolerantes
ao HLB, haja vista a série de respostas fisiolégicas, bioquimicas e nutricionais sob
déficit de irrigacéao.

Palavras-chave: laranja; Candidatus liberibacter; disponibilidade de agua;
capacidade fotossintética; acimulo de amido.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de laranja do mundo (SILVA, 2017). O
setor agroindustrial citricola brasileiro apresenta numeros expressivos, nao
observados em nenhum outro produto de exportacdo do agronegdcio no pais
(SANTOS, 2013).

A producéo de citros no Brasil se da principalmente no Estado de S&o Paulo,
com 14,5 milhdes de t de laranjas, numa area plantada de aproximadamente 420 mil
ha. Outros Estados como Minas Gerais, Bahia, Parana, Rio Grande do Sul e Sergipe
também contribuem para a producdo. Minas Gerais, numa area plantada de 37 mil ha,
contribui com 936 mil t de laranja. O Parana, com uma area plantada de 22 mil ha,
proporciona uma producdo de aproximadamente 804 mil t. O Estado da Bahia conta
com uma producdo de 633 mil t em 61,5 mil ha. O Rio Grande do Sul e Sergipe
contribuem com 357 e 364 mil t em 23 e 32 mil ha de area plantada, respectivamente
(CONAB, 2020).

As plantas citricas estdo sujeitas a varios problemas de ordem fitossanitaria,
gue sdao fatores limitantes que impactam negativamente a producéo e representam
efetiva ameaca econémica ao setor (MULLER et al., 2005). Atualmente, o
huanglongbing (HLB), também conhecido como greening, é a doenga mais importante
e destrutiva da citricultura mundial.

No Brasil, a doenca tem sido relatada desde 2004 (COLETTA-FILHO et al.,
2004; TEIXEIRA et al., 2005) e restringe-se, até 0 momento, aos Estados de Sao
Paulo, Parana e Minas Gerais. Segundo um levantamento realizado pela Fundecitrus
(2020), a incidéncia média do HLB de laranjeiras com sintomas de greening no
cinturdo citricola de Séo Paulo e Triangulo/Sudoeste de Minas Gerais é de 20,87%, 0
gue corresponde a aproximadamente 41,3 milhdes de arvores.

Ainda hoje ndo existem métodos para curar as plantas doentes no campo em
larga escala e todas as variedades comerciais de laranja estédo suscetiveis a doenca
(GOTTWALD et al., 2007).

Embora as disfun¢des do HLB tenham sido associadas ao acumulo de amido
nos cloroplastos e nos elementos de tubos crivados (ETXEBERRIA et al., 2009; FAN
et al., 2010; FOLIMONOVA e ACHOR, 2010; KOH et al., 2012; ARITUA et al., 2013;
CIMO et al., 2013; JOHNSON et al., 2014), o complexo processo associado a
sintese/degradacédo do amido nao foi totalmente elucidado em plantas infectadas com
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HLB (GIBON et al., 2009; ETXEBERRIA et al., 2009; FAN et al., 2010). Foi sugerido
que a obstrucdo dos tubos crivados por granulos de amido inibe o transporte de
fotoassimilados para os érgaos dreno (ETXEBERRIA e NARCISO, 2012), restringindo
o crescimento radicular e, portanto, a captacdo de agua e nutrientes (ETXEBERRIA
et al., 2009; GRAHAM et al., 2013; KADYAMPAKENI et al., 2014; JOHNSON et al.,
2014; HAMIDO et al., 2016). Também foi relatado que qualquer grau de estresse
hidrico pode exacerbar os efeitos deletérios do HLB (KADYAMPAKENI et al., 2014;
KADYAMPAKENI e MORGAN, 2017). Todavia, ndo existem estudos com foco no
entendimento das respostas fisiologicas de plantas infectadas com HLB e submetidas
a diferentes disponibilidades hidricas (SPANN e SCHUMANN, 2009).

Neste estudo, foram considerados os efeitos interativos do déficit de irrigacéo
e da infeccdo por HLB em caracteristicas fisiol6gicas e nutricionais importantes de
crescimento em plantas citricas. Ressaltamos que a avaliacdo das respostas das
plantas infectadas com HLB sob déficit de irrigacdo pode contribuir para a
compreensao das principais caracteristicas fisiologicas modificadas pela doenca, a
fim de orientar trabalhos futuros com o objetivo de encontrar algum grau de tolerancia.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Considerando a hip6tese de que as plantas infectadas e submetidas ao DI
apresentam maiores disturbios fisioldégicos e nutricionais, o presente estudo tem por
objetivo compreender as alteracdes fisiologicas, nutricionais e bioquimicas
observadas em estagios iniciais da infeccdo por HLB em plantas de laranjeira
‘Valéncia’ (C. sinensis) enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’ [Citrus paradisi X

Poncirus trifoliata (L.)], submetidas a diferentes condi¢6es de suprimento de agua.

2.2. Objetivos especificos

e Entender a relacéo entre o processo de multiplicacdo bacteriana e o progresso
da doenca sob diferentes condi¢cdes de suprimento de agua,

e Identificar as alteracdes fisiolégicas e nutricionais primarias provocadas pelo
comprometimento da sanidade das plantas;

e Avaliar como o déficit hidrico pode alterar respostas fisiolégicas e nutricionais

de plantas infectadas com HLB.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Importancia econdémica da citricultura

Os citros compreendem um amplo grupo de plantas do género Citrus e outros
géneros afins (Fortunella e Poncirus) ou hibridos da familia Rutaceae. Este grupo
abrange as laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus deliciosa),
limdes (Citrus limon), limas acidas, como o Tahiti (Citrus latifolia) e o Galego (Citrus
aurantiifolia), e doces, como a lima da Pérsia (Citrus limettioides), pomelo (Citrus
paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus
grandis) (MATTOS JUNIOR et al., 2005).

As plantas citricas sdo oriundas da Asia e foram introduzidas no Brasil pelas
primeiras expedi¢cdes colonizadoras, provavelmente na Bahia. Com melhores
condicdes para vegetar e produzir do que nas proprias regides de origem, as citrinas
se expandiram para todo o pais (LOPES et al., 2011).

A copa e o porta-enxerto exercem influéncias reciprocas entre si, fato que pode
determinar a rentabilidade do cultivo (CASTLE et al., 1993). Entre as diversas
caracteristicas afetadas pela relacdo copa/porta-enxerto, citam-se os efeitos sobre o
tamanho da arvore, produtividade e qualidade de frutos, e toler&ncia a fatores bi6ticos
e abidticos (STUCHI et al., 2008).

Capazes de influenciar varias caracteristicas horticulturais e fitopatoldgicas nas
arvores e nos frutos citricos, os porta-enxertos podem refletir a aptiddo do pomar em
relacdo ao destino da producédo, em funcdo da qualidade da mesma. Tanto a
qualidade dos frutos quanto a produtividade do pomar sdo enormemente influenciadas
pelas condicbes de clima, pelos fatores relacionados a adubacdo e ao solo, pelo
espacamento, pelo manejo e por varios outros fatores. Entretanto, sob as mesmas
condicdes, alguns porta-enxertos se destacam pela exceléncia em determinados
aspectos (SCHAFER et al., 2001).

O porta-enxerto induz alteragbes a variedade copa no seu crescimento,
tamanho, precocidade de producao, produtividade, época de maturacdo e peso dos
frutos, coloracédo da casca dos frutos, teor de acucares e de acidos, permanéncia dos
frutos na planta, conservacgéo apoés a colheita, transpiracdo das folhas, fertilidade do
pélen, composi¢do quimica das folhas, capacidade de absorgéo, sintese e utilizagdo

de nutrientes, tolerdncia a salinidade, resisténcia a seca e ao frio, resisténcia e
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tolerancia a moléstias e pragas e resposta a produtos de abscisdo (POMPEU JUNIOR,
1991).

O Citrumelo Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) consiste num hibrido
testado como porta-enxerto, desde os anos de 1940 em variedades comerciais em
alguns paises. Foi introduzido no Brasil por ser resistente a tristeza, a gomose, a
nematdide e ao frio. E produtivo, porém as plantas com esse porta-enxerto S&o
exigentes em adubacéo, principalmente o potéssio, para alcancar tamanho de frutos
similar ao produzido com uso do porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ (BASTOS et al., 2014).

A laranja é a principal fruta citrica cultivada no mundo, tendo sido produzidas
54,3 milhdes de t na safra 2018/19, além de 30,0 milhdes de t de tangerina e 8,4
milhdes de t de lim&o e lima (USDA, 2019). Na safra 2018/19, o Brasil foi responsavel
por 37% da producdo mundial de laranja (VIDAL, 2019). Com relacdo aos demais
citros para o0s quais se tem informacdes, a participacdo brasileira na producédo é
pequena. A China responde por quase 69% da producdo mundial de tangerina,
enquanto México, Argentina, Unido Europeia e a Turquia sdo 0os maiores produtores
mundiais de lim&o e lima (USDA, 2019).

A citricultura brasileira, que detém a lideranca mundial na produc¢éo de laranjas,
tem se destacado pela promocéo do crescimento sécio-econdémico, contribuindo com
a balanca comercial nacional e, principalmente, como geradora direta e indireta de
empregos na area rural (LOPES et al., 2011).

O Brasil, na década de 80, tornou-se o0 maior produtor mundial de laranjas e
exportador do suco concentrado e congelado. O setor citricola brasileiro € um dos
mais representativos do mundo, logo seguido pelos Estados Unidos cujo setor se
ocupa, majoritariamente, em produzir laranjas para o fornecimento de matérias-primas
para as industrias de sucos, enquanto a Europa se destaca na producao de frutos de
alta qualidade para o mercado de frutas frescas (FAO, 2015).

O Estado de Séao Paulo é considerado o principal produtor brasileiro de plantas
citricas desde 1957, quando houve o declinio do café (HASSE, 1987; BORGES e
COSTA, 2005; LIMA, 2012).

De acordo com levantamento realizado pelo Fundecitrus (2015), o parque
citricola brasileiro, compreendido pelo Estado de S&o Paulo e Triangulo Mineiro,
possui 492.544 ha. Deste total, 12.980 ha produzem frutos para o consumo in natura

e 430.618 ha sdo destinados ao mercado de processamento de suco. Os pomares
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abandonados representam 2,02%, e o restante da area € destinada a limdes, limas
acidas e tangerinas.

Nos nove primeiros meses da Safra 2019/20 (julho de 2019 a marco de 2020),
o Brasil exportou 18% a mais em volume, quando comparado com o0 mesmo periodo
da safra anterior. Em relacdo a oferta, a Safra 2019/20, de bienalidade positiva,
apresentou um aumento de 35% no volume colhido no cinturdo citricola de Sdo Paulo
e regides do Triangulo/Sudoeste mineiro, responsavel por mais de 80% da producéo.
Para a safra 2020/21, é esperado uma queda de 26% nesse volume, uma vez que,
além de ser um ano de bienalidade negativa, houve periodos de clima desfavoravel
nesta regido produtora (CONAB, 2020).

3.2. Huanglongbing (HLB) - o “greening”
3.2.1. Historico

Dentre os problemas fitossanitarios que ocorrem em citros, o huanglongbing
(HLB), popularmente também conhecido como greening, € considerado o mais
destrutivo, consistindo, atualmente, na principal ameaca a citricultura brasileira e
mundial, principalmente pela reducédo acentuada da produtividade e pela rapidez com
gue se dissemina (SULZBACH et al., 2017).

De 2004 em diante, a incidéncia do HLB gerou propor¢gdes de danos ainda
maiores, uma vez que a doenca passou a ser encontrada nos principais estados
produtores de citros destinados ao processamento de suco, Sdo Paulo (Brasil)
(COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005) e Florida (EUA), em 2005
(HALBERT, 2005). O Brasil foi o primeiro pais do continente americano a relatar a
incidéncia da doenca (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005; BOVE,
2006) e do vetor (LIMA,1942). No entanto, é valido mencionar que a doenca € muito
mais antiga, sendo relatada na Chinaem 1919 (REIKING, 1919), onde foi denominada
de huanglongbing, e em 1937 na Africa do Sul (VAN DE MERWE e ANDERSON,
1937), onde foi chamada de greening. Na atualidade, a doenca encontra-se
disseminada por 4 continentes, sendo somente a Europa considerada area livre
(YAMAMOTO et al., 2014).

No Brasil, a doenca ocorre em S&o Paulo, Minas Gerais e Parana, justamente

os estados detentores de grandes parques citricolas nacionais. O HLB constitui
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também uma séria ameaca para outros estados ainda livres da doenca, como o0 Rio
Grande do Sul, além do Norte e Nordeste brasileiro (SULZBACH et al., 2017).

3.2.2. Caracterizacdo da doenca e danos as plantas citricas

O HLB tem como agente causal as bactérias ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’
'Ca. L. americanus’ e 'Ca. L. africanus’, que sao limitadas ao floema das plantas e
transmitidas pelo psilideo Diaphorina citri e pelo hemiptero picador-sugador Trioza
erytreae (Bove, 2006). No Brasil, ocorrem as espécies 'Ca. L. americanus’ e 'Ca. L.
asiaticus’ e ambas s&o transmitidas por D. citri.

Os insetos-vetores adultos de D. citri medem aproximadamente de 2,8 mm a
3,2 mm de comprimento e seu corpo apresenta coloracdo marrom claro, escurecendo
a medida que envelhecem. S&o insetos muito ativos e que se movimentam saltando
rapidamente quando perturbados (GALLO et al., 2002).

A contaminacao de D. citri com bactérias associadas ao HLB ocorre durante a
alimentacdo em plantas infectadas. O tempo necessario para que 0 inseto-vetor
contraia as bactérias pode variar de 15 a 30 minutos até 5 a 7 horas (XU et al., 1988).

As bactérias agentes causais do HLB sdo da Ordem Rhizobiales, cujas
bactérias sdo capazes de habitar o interior dos vasos de floema, caracterizando,
portanto, seres intracelulares, e que causam expressivos distirbios no metabolismo
de seus hospedeiros levando ao quadro de sintomatologia conhecido como HLB
(MACHADO et al., 2010).

O sintoma caracteristico do HLB consiste em manchas cloréticas difusas nas
folhas, formando um mosqueado assimétrico em relacdo a nervura central
(BASSANEZI et al., 2009). Verificam-se, também, clorose das folhas novas,
espessamento das nervuras das folhas e do albedo, frutos assimétricos e pouco
desenvolvidos em funcédo do desvio da columela central, abortamento de sementes e
amadurecimento desuniforme dos frutos (BOVE, 2006). Também ocorre perda de
qualidade dos frutos, com reducéo do teor de sélidos soluveis totais e aumento da
acidez, depreciando-os, até mesmo, para a industrializacdo (BASSANEZI et al., 2006).
Segundo Gottwald et al. (2007), o HLB também provoca expressiva queda de frutos,
havendo reflexos danosos na produtividade. A reducdo da producéo pode chegar a
100%, dependendo da proporgéo da copa afetada, ocorrendo a morte da planta em

poucos anos apos a infeccao (BASSANEZI et al., 2006).
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Alguns dos disturbios fisiologicos acarretados pela doenca incluem os efeitos
negativos sobre os principais componentes do balanco de carbono da planta, que
associados a capacidade reduzida das plantas infectadas em transportar carboidratos
de fontes de carbono para os tecidos, claramente prejudica o crescimento da planta
e, portanto, a biomassa (MATTOS JUNIOR et al., 2020).

Folhas de plantas afetadas pelo HLB apresentam maior peso por area unitaria
devido ao acumulo de amido nas folhas (SPANN e SCHUMANN, 2009) podendo haver
deposigdes calosas, obstrucio do floema, necrose e colapso (BOVE et al., 2006; KIM
et al., 2009; FOLIMONOVA et al., 2010). Concomitantemente, ha o esgotamento do
amido nas raizes fibrosas. As raizes fibrosas sdo formadas por muitas raizes
pequenas, todas com aproximadamente o mesmo tamanho, que crescem em muitas
direcOes a partir da base do caule (ETXEBERRIA et al., 2009). O comprometimento
do sistema radicular, especialmente das raizes fibrosas em plantas afetadas pela
doenca, restringe a capacidade de absorcao, assimilacédo, transporte e utilizacéo de
agua e nutrientes (JAGOUEIX et al., 1994; ETXEBERRIA et al., 2009; MEDINA et al.,
2014; SACCINI et al., 2014; JOHNSON et al., 2014).

A debilitacdo das raizes fibrosas em plantas infectadas pelo HLB é a causa
primaria do déficit hidrico da planta (HAMIDO et al., 2017), provavelmente associada
a paredes celulares mais espessas do xilema, o que reduz o limen dos vasos e
restringe a captacdo de agua e nutrientes (SPANN e SCHUMANN, 2009; KUMAR et
al., 2018).

O requerimento hidrico necessério para uma boa producao de frutos em citros
€ de aproximadamente 900 a 1.200 mm por ano e varia com a demanda
evapotranspirométrica, solo, copa e, principalmente, com o porta-enxerto utilizado
(DONATO et al., 2007). Algumas espécies de plantas citricas sdo consideradas
tolerantes a condicdo de seca. Segundo Wutscher (1990), plantas enxertadas em
citrumelo 'Swingle' sdo moderadamente resistentes a seca e a geada e sao produtivas
em solos arenosos ou argilosos. No entanto, ndo apresentam bom desempenho
agrondmico em solos com pH elevado ou mal drenados. Segundo Boyer (1995), o
estresse hidrico favorece o desenvolvimento de patdgenos nas plantas por dois
mecanismos principais. O primeiro ocorre pela reducdo da producéo fotossintética
(comprometimento das trocas gasosas), induzida pela deficiéncia hidrica, levando a
diminuicdo da capacidade da planta em defender-se contra o patdogeno. O segundo

ocorre porgue o crescimento da planta é diminuido sem reducdo da habilidade do
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patdgeno se desenvolver e reproduzir, agravando a doenca. As relacdes hidricas de
plantas doentes podem ser afetadas devido aos disturbios no funcionamento de
estbmatos, ao aumento da resisténcia ao fluxo e/ou a absorcao de 4gua pelas raizes
(MACHADO et al., 1994; MACHADO et al., 2002).

Como consequéncia das restricdes na absorcao de agua, ha diminuicao geral
nas concentracfes de nutrientes na planta devido ao HLB, particularmente de Fe, Zn,
Cu, Ca e Mg (SPANN e SCHUMANN, 2009; NWUGO et al., 2013). Diminui¢des nas
concentracdes de nutrientes podem reduzir a producdo de proteinas associadas a
defesa contra o0 estresse oxidativo, producdo/regulacdo de energia e
sintese/transporte de proteinas, especialmente devido a deficiéncia de Fe (NWUGO
et al., 2013). Além disso, a reducdo no teor de nutrientes pode, em ultima analise,
causar a canibalizacdo de proteinas-chave, como RuBisCO, a fim de liberar
nutrientes, o que danificaria ainda mais processos fisiol6gicos importantes, como a
fotossintese (HUBER e HANEKLAUS, 2007).

Diversos trabalhos tém sido publicados sobre respostas fisiolégicas de plantas
citricas quanto as restricdes hidricas no solo e sabe-se que o estresse hidrico pode
melhorar a particdo de carboidratos na dire¢éo das estruturas reprodutivas e controlar
0 excessivo crescimento vegetativo (MEDINA & MACHADO, 1998; MEDINA et al.,
1999). Porém, sédo escassas as informacfes sobre o comportamento da dgua em
plantas infectadas com a bactéria causadora do HLB que habita o floema (SPANN e
SCHUMANN, 2009; KUMAR et al., 2018), bem como ainda ndo existem estudos
fisiologicos com foco nos efeitos da doenca sob disponibilidade reduzida de agua.

Até o presente momento, também ndo existem medidas de controle efetivas e
de baixo custo, nem mesmo métodos curativos para o HLB. Desta forma, prevenir a
infecgdo das plantas é fundamental no controle da doenga. As medidas preventivas
de controle envolvem o plantio de mudas sadias, a eliminacdo de plantas doentes e 0
controle do inseto vetor. Sendo assim, o controle do HLB baseia-se na reducéo do
inoculo, presente em plantas e insetos vetores. Medidas adicionais também devem
ser empregadas, quando possivel, como a eliminacdo das plantas de murta (M.
paniculata), cujas plantas sdo hospedeiras para o inseto vetor. Essas praticas de
manejo requerem tempo, recursos humanos e financeiros, e também a coordenacgao
dos varios agentes envolvidos na producdo de citricos (produtores, governo e
induUstrias processadoras) (BELASQUE JUNIOR et al., 2009).



21

4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido em casa de vegetacdo do Centro de
Citricultura “Sylvio Moreira” (Instituto Agrondmico de Campinas) no municipio de
Cordeiropolis, Sado Paulo. Foram utilizadas mudas do tipo haste Gnica de laranjeira
‘Valéncia’ (C. sinensis) enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’ [Citrus paradisi X
Poncirus trifoliata (L.)] com 12 meses de idade, que foram plantadas em vasos de 12
L contendo substrato a base de casca de Pinus. Os vasos foram envoltos com uma

camada de papel aluminio para evitar o superaquecimento das raizes (Figura 1).

Figura 1. Visédo geral do experimento e detalhe do desenvolvimento inicial de dois
fluxos vegetativos, localizado em casa de vegetagado do Centro de Citricultura “Sylvio
Moreira” (Instituto Agrondmico de Campinas) no municipio de Cordeirépolis, Sao
Paulo, 2019.

Optou-se pela utilizagdo da copa de laranjeira ‘Valéncia’ (C. sinensis), uma vez
gue de acordo com Pio et al. (2005), esta cultivar ocupa lugar de destaque entre os
produtores, pela boa produtividade e adequado tamanho de frutos que se prestam ao
consumo fresco e a industrializacdo. J4, em relacdo ao porta-enxerto ‘Citrumelo
Swingle’, o mesmo foi adotado por ser moderadamente resistente a seca
(WUTSCHER, 1990), o que implica num porta-enxerto que nao é extremamente

tolerante e nem pouco tolerante a seca, diminuindo sua interferéncia nos dados.
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Posteriormente, as plantas foram separadas em dois lotes e o primeiro foi
inoculado com ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas) por meio de duas borbulhas
provenientes de plantas infectadas com HLB, em lados opostos da haste (infectadas,
HLB+). O mesmo procedimento foi realizado para o segundo lote, onde as plantas
foram enxertadas (o tipo de enxertia adotada foi a do “T” invertido) com borbulhas

sadias para HLB e outros patégenos (sadias, HLB-).
4.1. Fase de primeiro fluxo vegetativo

Para fins de padronizacao, todas as plantas foram podadas para que tivessem
7 folhas no momento da inoculacdo. A partir desse momento, se permitiu o
desenvolvimento de apenas duas brotacdes por planta (primeiro fluxo vegetativo), os
quais foram identificados (Figuras 1 e 2). Tais brotacdes tiveram o seu crescimento
acompanhado por medidas biométricas de nimero de folhas, comprimento do broto e

comprimento da nervura central da folha mais préxima a base da brotacao.

4t

Mudas infectadas Permitiu-seo Maior parte das Permitiu-seo
crescimento de plantas HLB+: crescimentode

apenas duas Aplicou-se DI duas novas Quando as dljas

brotacdes brotacdes. novas brotacdes

estavam
complemente
desenvolvidas,
procedeu-se as
avalia¢des

Figura 2. Organizagdo do experimento conduzido em casa de vegetacdo do Centro
de Citricultura “Sylvio Moreira” (Instituto Agrondmico de Campinas) no municipio de

Cordeirdpolis, Sdo Paulo, 2019.

Semanalmente, foram medidos os niveis de clorofila nas folhas por meio do
indice SPAD, utilizando o SPAD-502 (Medidor de Clorofila - Konica Minolta Holding
Inc., Tokyo, Japao). Quando os ramos estavam completamente desenvolvidos e com

valores de indice SPAD estaveis (ramos maduros), foram coletadas amostras para a
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obtencéo do titulo bacteriano (Cr) das plantas infectadas. As plantas + (infectadas)
apresentaram um Ct médio de 22,51*%5% e, portanto, testaram positivas para HLB
(detalhes no item 4.2.). Em seguida, tanto as plantas HLB+ como as HLB- foram
divididas em dois grupos: (i) irrigacdo plena (full irrigation - FI) - os vasos eram
irrigados até a saturacéo, trés vezes por semana; (ii) déficit de irrigacao (deficient
irrigation - DI) - os vasos eram irrigados com 40% do volume de agua aplicado no
tratamento Fl. Sendo assim, em cada evento de irrigacéo, era aplicado um volume
conhecido de &gua por vaso Fl, até que houvesse escorrimento de agua pelo fundo
dos vasos. Este procedimento era realizado com antecedéncia em vasos
suplementares, para que fosse possivel identificar o volume adequado de agua a ser
aplicado nas plantas do experimento e evitar a lixiviagdo de nutrientes. O volume de
agua coletado pelo fundo do vaso foi medido em proveta e, por diferenca, foi calculado
o volume de 4gua necessario para saturar os vasos Fl e o volume a ser aplicado nos
vasos DI. Os volumes de agua aplicados foram registrados ao longo de todo o

experimento.
4.2. Fase de segundo fluxo vegetativo

Com o inicio da aplicacdo dos tratamentos de irrigacdo, permitiu-se o
desenvolvimento de duas novas brotacBes a partir das anteriores (segundo fluxo
vegetativo) (Figuras 1 e 2), que tiveram o0 seu crescimento acompanhado como
descrito no item 4.1..

Quando as novas brota¢cOes estavam completamente desenvolvidas (75 dias
apos o inicio dos tratamentos de irrigacdo), realizaram-se as seguintes avaliacdes:

a) parametros de trocas gasosas: foi utilizado um analisador de gas infravermelho-
IRGA 6800 LI-COR (LI-COR Inc., Lincoln, NE, EUA) para obtencdo da taxa
fotossintética liquida (Anet), transpiracéo (E), condutancia estomatica (gs) e da relacéao
entre a taxa fotossintética liquida e a concentracdo interna de CO2 (A/Ci), todos a 800
umol m2s1, O valor de 800 pumol m= s foi o ponto de saturacdo luminoso, obtido a
partir da curva de luz que continha as seguintes densidades de fluxo de fotons
fotossintéticos (DFFF) em umol m? s: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 80, 90, 100, 200, 500, 800, 1200, 1500. Para a obtencédo da curva de luz, o
IRGA 6800 LI-COR foi utilizado como descrito em Shapiro et al. (2004), levando em

consideracao as precaucoes relatadas por Pons e Welschen (2002). Um controlador



24

de injecdo de CO: foi utilizado para manter uma concentragdo constante de CO2 de
400 ppm na camara do IRGA, o qual tem uma area de analise de 6 cmz e € equipado
com uma fonte de luz vermelho-azul emitida por LED (light emitting diodes). Todas as
medicbes de trocas gasosas foram realizadas no periodo da manh&, com umidade
relativa de 45% e temperatura do ar de 30 °C (o proprio equipamento garante essas
condicdes).

b) eficiéncia intrinseca no uso da agua (intrinsic water use efficiency - IWUE) e
eficiéncia no uso da &gua (water use efficiency - WUE): foram obtidas a partir das
relacdes entre a taxa fotossintética liquida (Anet) € a condutncia estomatica (gs)
(Anet/gs) e a transpiracao (E) (Anet/E), respectivamente. A iWUE consiste no quanto de
CO2 é assimilado por abertura estomética e a WUE consiste na quantidade de CO:
que é assimilado por unidade de 4gua que € perdida.

c) massa foliar especifica (g cm): foram coletados trés discos foliares de area
conhecida (0,20 cm?; 5 mm de diametro) por planta, que foram posteriormente secos
em estufa de ventilacdo forcada (72 h a 65 °C) para obtencdo da massa foliar
especifica [massa seca dos discos (g) / area (cm?)].

d) volume de raizes: com uso de uma proveta graduada, as raizes foram inseridas em
volume conhecido de agua e o volume de raizes foi determinado por deslocamento
do liquido apds imersao das raizes.

e) area foliar: foi determinada utilizando o medidor de area modelo 3100 (Li-Cor.
Biosciensis, Lincoln, Nebraska EUA).

f) titulo bacteriano em folhas e raizes (Cr): o Crdas folhas do primeiro e do segundo
fluxos de crescimento e das raizes foi determinado ao final do experimento. A extracéo
de DNA foi realizada de acordo com o método CTAB originalmente descrito em Murray
e Thompson (1980). Em seguida, foi procedida a avaliacdo por PCR em tempo real
(g-PCR) como descrito em (HONG et al., 2010). Os resultados foram expressos em
nameros de ciclos de PCR (Ct) no qual as emissdes dos reporters atingem um valor
acima do limite. Os valores de Ct séo inversamente proporcionais a concentracao de
bactérias nas amostras, sendo que plantas com valores de Cr abaixo de 36 foram
considerados positivos para ClLas (infectadas, HLB+) (AMMAR et al.,, 2011,
COLETTA-FILHO et al., 2014; CANALE et al.,, 2017). A quantidade de DNA
amplificado é diretamente proporcional a quantidade de DNA alvo inicial da amostra,
permitindo a quantificacdo do produto na fase exponencial (TICHOPAD et al., 2003).
Cada amostra gera um numero de Cr (“cycle threshold”), que € o numero de ciclos em
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gue a amostra gera fluorescéncia superior ao limiar de deteccéo da reacéao (threshold).
O valor de Cr é inversamente proporcional a quantificacdo do DNA, ou seja, quanto
menor o valor de Cr, maior é a quantidade de DNA alvo da amostra (TICHOPAD et
al., 2003).

g) teores de amido e de acguUcares solUveis (maltose, glicose, frutose e sacarose) em
folhas: amostras de folhas foram coletadas em N2 liquido e armazenadas a -80 °C
para parar o metabolismo. O teor de amido foi determinado por meio de sua
solubilizagdo e posterior conversdo em glicose e quantificacdo enziméatica como
descrito em Smith e Zeeman (2006). O teor de maltose em folhas foi determinado
utilizando o método baseado em maltase, como descrito em Smirnova et al. (2017).
Os teores de glicose, frutose e sacarose em folhas foram determinados por meio do
método de Viola e Davies (1992) adaptado por Thalmann et al. (2016).

h) teor de nutrientes: foram determinados os teores de macro (N, P, K, Ca, Mge S) e
de micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn) das folhas do fluxo mais jovem (segundo fluxo)
de crescimento e das raizes, conforme descrito por Bataglia et al. (1983).

i) massa seca: 0 material vegetal foi dividido em folhas, ramos e raizes para a
obtencdo das respectivas massas secas apds secagem do material em estufa de

ventilacdo forcada, a 65°C por um periodo de 72 h.
4.3. Adubacédo de manutencéao

A adubacé&o de manutencéo foi realizada conforme o programa de fertirrigacao
para plantas de citros cultivadas em vaso com substrato, desenvolvido e adotado pelo
Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” (Instituto Agronédmico de Campinas). A solugao

nutritiva foi preparada conforme as informagdes da Tabela 1.
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Tabela 1. Fontes e doses de macro e micronutrientes utilizadas na adubacdo de

manuteng¢do de mudas de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’.

Fertilizante Dose (g/planta/més)
Nitrato de Céalcio 3,74
Sulfato de Magnésio 0,93
Nitrato de Aménio 2,15
Fosfato de Potassio 1,21
Sulfato de Amodnio 0,55
Cloreto de Calcio 0,55
Molibdato de Sédio 0,008
Ferro EDTA 0,041
Acido Borico 0,016
Sulfato de Manganés 0,0082
Sulfato de Cobre 0,0085
Sulfato de Zinco 0,0082

Os fertilizantes foram pesados e diluidos em agua normal (torneira) em galao
de 60 L. O nitrato de célcio foi solubilizado com antecedéncia, para evitar a formacao
de composto insollveis (precipitados), principalmente com fosfatos e sulfatos. A cada
30 dias a patrtir do transplantio, foram aplicados 150 mL de solugéo nutritiva por vaso.
Todas as plantas foram igualmente adubadas ao longo de todo periodo experimental
e ndo houve aplicacdo dos tratamentos de agua nas ocasides da adubac&do com

solugao nutritiva.
4.4. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em
esquema de parcelas subdivididas com duas condi¢des de infecgao (plantas HLB+ e
HLB-) x dois manejos de irrigagao (FI e DI), com oito repeti¢cdes. Os resultados foram
analisados pelo teste t de Student (p < 0,05) com o uso do software ASSISTAT 7.0
BETA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Producéo de biomassa e area foliar

De modo geral, o tratamento DI acarretou a redugéo na producao de biomassa,
tanto em plantas HLB+, como em plantas HLB— (Tabela 2). Entretanto, tais reducoes
foram menos pronunciadas em plantas HLB+. De fato, ndo foram observadas
diferencas significativas entre plantas HLB+ FI e HLB+ DI para relacéo raiz:parte
aérea, area foliar e massa seca de ramo e de raiz (Tabela 2). O HLB também causou
efeitos negativos sobre a producdo de biomassa das plantas. As plantas HLB+ FI
apresentaram menores valores de massa seca de ramo, massa seca de parte aérea,
massa seca de raiz e area foliar em comparacao com plantas HLB— FI. Segundo Bové
(2006), as plantas jovens infectadas com a doenga apresentam acentuada limitagéo
ao desenvolvimento e producdo, o que foi constatado no presente estudo. Com a
evolucdo da doencga, ha intensa desfolha dos ramos afetados e os sintomas comecam
a aparecer em outros ramos da planta, tomando toda a copa, inclusive com a seca e
morte de ponteiros (SANTOS FILHO et al., 2009).

Tabela 2. Parametros biométricos de mudas de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre
‘Citrumelo Swingle’ sadias (HLB-) e infectadas (HLB+), com irrigacao plena (FI) ou

submetidas ao déficit de irrigagao (D).

HLB + HLB-
Parametros biométricos Ccv
Fl DI Fi Dl (%)
Massa seca de folha (g) 25,834 19,238 29,334 19,738 13,8
Massa seca de ramo (g) 40,704 36,324 57,134 37,438 8,3
Massa seca de parte aérea (g) 66,4bA 55,528 86,434 57,128 13,5
Massa seca de raiz (g) 34,704 40,704 62,134 50,228 16,4
Relacao raiz:parte aérea 0,5"s 0,7ns 0,7ns 0,9ns 17,6
Area foliar (cm-2) 1464,5°4  1304,42A 2101,54 1359,128 17,4
Massa foliar especifica (g cm?)  0,0142A 0,0128 0,01bA 0,012 18,9

Volume de raiz (dm3) 0,08bA 0,100~ 0,18~ 0,1328 19,0
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As diferentes letras indicam diferencas significativas entre os diferentes manejos de irrigacéo dentro da
mesma condi¢do de sanidade (A, B) ou condi¢do de sanidade dentro de cada manejo de irrigagéo (a,

b), para um teste t de Student a 5% de probabilidade; ns indica auséncia de diferenca significativa.

O transporte de agua em plantas HLB+ FI foi limitado ndo apenas pelo
crescimento reduzido, mas também por gs e E mais baixos (Figura 3 C e 3 D). A area
foliar também foi menor em plantas HLB+ FI do que em plantas HLB- FI (Tabela 2), o
que reduz a transpiracdo total dos ramos (GALVEZ et al., 2011; PEDROSO et al.,
2014). Desse modo, os efeitos estoméaticos (Figura 3 C e 3 D), em combina¢do com
sistema radicular e area foliar reduzidos (Tabela 2), diminuiram a absorcédo de agua
em plantas HLB+ FI.

Recentemente, foi relatado que arvores de laranjeira Valéncia (Citrus sinensis)
com quatro anos de idade, infectadas com HLB e em porta-enxerto de Citrumelo
Swingle (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) mostraram uma reducao de 31% e 38%
na densidade da massa radicular para pré-sintomaticos e arvores sintomaticas,
respectivamente, em comparacdo com arvores saudaveis (JOHNSON et al., 2012).

Plantas HLB+ Fl apresentaram valores de massa foliar especifica maiores do
qgue plantas HLB+ DI (Tabela 2).

5.2. Teores de nutrientes em folhas e raizes

Com excecdao do Cu, foi possivel observar uma reducdo nos teores de macro e
micronutrientes foliares das plantas HLB+ FI em relacao as plantas HLB— FI (Tabela
3). As principais func¢des do Cu estdo relacionados com a fotossintese e atividade de
enzimas. Cerca de 70% do cobre das folhas esta nos cloroplastos como proteinas
complexas. Uma delas, a plastocianina, participa do fluxo de transporte eletrdnico,
unindo os dois sistemas fotoquimicos (MALAVOLTA et al., 1997). De maneira
semelhante, foram observados menores teores foliares de N, Ca, Mg, K, Zn e Fe em
plantas HLB+ DI em relacdo as plantas HLB— DI (Tabela 3). De modo geral, foi
possivel notar que DI também reduziu os teores foliares de N, Ca, K, Zn e B em plantas
HLB- (Tabela 3).

Considerando os efeitos comuns do HLB na producéo de citros como resultado
da absorcéo prejudicada de agua e nutrientes por raizes, uma vez que 0 sistema
radicular acaba sendo prejudicado, € possivel observar disfungbes fisioldgicas e
estado nutricional desequilibrado das plantas (MCCLEAN e SCHWARZ, 1970;
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GRACA, 1991; JAGOUEIX et al., 1994; BOVE, 2006; BATOOL et al., 2007;
ETXEBERRIA et al., 2009; FAN et al., 2010; BASSANEZI et al., 2011; MARTINELLI
etal., 2012; LIAO e BURNS, 2012; DALA PAULA etal., 2019; JOHNSON et al., 2014).
Plantas citricas infectadas com HLB desenvolvem sintomas gerais de deficiéncia
nutricional nas folhas, ramos e frutos (GRACA, 1991). Alguns sintomas foliares da
doenca se assemelham a deficiéncia intensa de nutrientes como Fe e Zn (BOVE,
2006; LOPES & FRARE, 2008). Os sintomas visuais em folhas no estégio inicial de
infeccdo do HLB se assemelham aos induzidos por deficiéncias de Zn, Fe e Mg. Além
disso, alguns desses sintomas estao relacionados ao acumulo de amido nas folhas,
gue também é uma resposta geral das plantas as deficiéncias de Ca, Mg e Zn
(MATTOS JUNIOR et al., 2020). Os sintomas de deficiéncia de Mg se manifestam nas
folhas maduras, através de areas cloréticas internervais ao longo da nervura principal
(MALAVOLTA e KLIEMANN, 1985). Em estagios avancados, toda a folha pode se
tornar clorética, permanecendo verde uma pequena area proxima ao peciolo. Os citros
com deficiéncia de Fe apresentam folhas novas delgadas, clorose internerval palida e
reticulado fino verde. Nos casos de deficiéncia aguda, toda a folha torna-se amarela,
com areas necroticas; ha queda das folhas da extremidade dos ramos, acompanhada
de morte descendente (MALAVOLTA e KLIEMANN, 1985). Neste presente estudo,
plantas infectadas por HLB apresentaram menores teores foliares de Fe (Tabela 3).
No entanto, independentemente dos tratamentos, as plantas demonstraram teores
adequados de Fe, uma vez que a faixa adequada varia de 50 a 120 mg kg (RAIJ et
al., 1997).

O teor de Zn nas plantas sadias mostrou-se maior. No entanto, todas as
plantas, sem excecao de tratamentos, apresentaram teores abaixo dos adequados,
uma vez que, segundo Raij et al. (1997), a faixa varia de 25 a 100 mg kg™. Plantas
citricas com caréncia de Zn brotam menos e ficam com enfolhamento velho e pouco
vigoroso, com reducédo do crescimento da copa e da produgdo (QUAGGIO et al.,
2003). Foi possivel verificar visualmente deficiéncia de Zn nas folhas.

De acordo com o Raij et al (1997), nas folhas de citros a concentracdo de N
adequada varia de 23 a 27 g kg*. Apesar do efeito negativo da doenca sobre as
plantas, os teores de N estiveram dentro dos niveis adequados para citros (Tabela 3),
concluindo que ha uma diferenca entre plantas sadias e infectadas, porém néao o

suficiente para afetar o nivel do elemento na planta.
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A manutencao do turgor celular requer a presenca do ion K, responsavel pela
abertura estomatica, fundamental para a captacdo do CO2. Logo, a deficiéncia de K
leva ao fechamento dos estomatos, reducdo do fluxo CO2 na folha, restricao
fotossintética e menor acimulo de sacarose e matéria seca (CASTRO, 2000). As
plantas infectadas demonstraram menor condutancia estomatica (Figura 3C) e
menores teores de K quando comparado as plantas sadias (Tabela 3), mas
apresentam teores foliares adequados de K, uma vez que nas folhas de citros a
concentracéo de K adequada varia de 10 a 15 g kg (RAIJ et al., 1997).

Tabela 3. Teores de nutrientes foliares de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre
‘Citrumelo Swingle’ sadias (HLB-) e infectadas (HLB+), com irrigacao plena (FI) ou

submetidas ao déficit de irrigacao (DI).

Nutrientes HLB + HLB- CV (%)
FI DI FI DI
N (g kg™) 24,68 28 0PA 37,4%A  33,6% 8,6
P (g kg?) 1,308 1,72A 1,82A 1,82A 5,2
K (g kg?) 15,62  15,3bA 22,1%  17,6% 6,1
Ca (g kg™?) 9,5P8 16,504 23,68 21,47 10,5
Mg (g kg™) 2,48 3,704 4,33 4,63 7,9
S (g kg") 1,68 3,124 3,22 3,004 13,4
B (mg kg™) 25,50A 24, 12A 38,04 29528 18,0
Cu (mg kg™) 4,5 4,1ns 4,9ns 6,61 39,5
Fe (mg kg™) 46,08 66,207 102,0%A 107,02 13,4
Mn (mg kg*) 21,1P8 41,62 36,24 43,0 7,1
Zn (mg kg™) 14,42 7,658 17,12~ 13,5%8 16,1

As diferentes letras indicam diferencas significativas entre os manejos de irrigacdo dentro da mesma
condicdo de sanidade (A, B) ou condicdo de sanidade dentro de cada manejo de irrigacao (a, b), para
um teste t de Student a 5% de probabilidade; ns indica auséncia de diferenca significativa; N -
nitrogénio, P - fésforo, K - potassio, Ca - célcio, Mg - magnésio, S - enxofre, B - boro, Cu - cobre, Fe -

ferro, Mn - manganés e Zn - zinco.

As plantas infectadas apresentaram menores teores foliares de Ca (Tabela 3).
Malavolta (1987) afirmou que o Ca estimula o desenvolvimento das raizes, aumenta
a resisténcia a pragas e doencas, auxilia na fixacdo de N e aumenta o pegamento da
florada. A caréncia de Ca leva a formacao de raizes mal desenvolvidas, atraso no

desenvolvimento da planta e morte descendente dos ramos (MAGALHAES, 2006).
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Assim, pode-se justificar que plantas infectadas apresentaram taxas de transpiracéo
baixas (Figura 3D), uma vez que as raizes podem estar comprometidas (SACCINI,
2013). E valido mencionar que todas as plantas, independentemente das condi¢des
de sanidade e de disponibilidade hidrica, apresentaram deficiéncia de Ca. Segundo
Raij et al. (1997), o teor adequado de Ca nas folhas de laranjas varia de 35 a 45 g kg-
1.

Plantas sadias apresentaram maiores teores de Mg quando comparadas as
plantas infectadas. Isto pode estar relacionado com a reducédo do fluxo de seiva do
floema devido ao acumulo de caloses nas plantas infectadas, o que impede que
alguns elementos sejam redistribuidos ou, entdo, que figuem acumulados em algumas
partes das plantas (SACCINI, 2013). No entanto, € importante relatar que as plantas
sadias e infectadas apresentam teores adequados de Mg nas folhas, ja que a faixa
adequada varia de 2,5 a 4,0 g kg (RAIJ et al., 1997).

Estes resultados mostraram que os problemas de absorcéo, transporte e
redistribuigéo estiveram presentes nas plantas com o HLB. A redugé&o dos teores de
alguns nutrientes em plantas com o HLB pode ser relacionado a uma redugéo da
absorcdo pelas raizes devido a transpiracdo reduzida acarretada pela doenca
(SACCINI, 2013). Entretanto, dentro do grupo de plantas HLB+, o DI aumentou a
concentracéo foliar de N, Ca, Mg, P, S, Mn e Fe em relacdo as plantas FI (Tabela 3).
Em resumo, plantas infectadas com HLB possuem uma drastica reducéo no teor de
nutrientes foliares. Porém, tal reducéo é menos pronunciada em plantas HLB+ sob DI.

Em relacdo aos teores de nutrientes nas raizes (Tabela 4), foram observadas
menos diferencas do que em relacao aos teores foliares. Ainda assim, houve reducao
nos teores de Mg, P e B em plantas HLB+ FI em relacao a plantas HLB— FI (Tabela
4). A infeccdo por patdgenos causadores da doenca, além de afetar a absorcao,
assimilacao, transporte e utilizagdo de nutrientes pela planta (MARSCHNER, 1995),
pode imobilizar nutrientes na rizosfera ou em tecidos infectados, ou interferir no
transporte de nutrientes pela planta pela obstrugcéo e por danos causados ao sistema
de vasos condutores (DORDAS, 2008; SPANN e SCHUMANN, 2009), e mesmo
causar deficiéncia ou toxicidade pela utilizagdo dos nutrientes (HUBER e GRAHAM,
1999). Entretanto, plantas HLB+ DI apresentaram maiores teores radiculares de Mg,
P, S e Fe em relacdo as plantas HLB— DI (Tabela 4). Plantas HLB+ DI também

apresentaram maiores teores radiculares desses mesmos nutrientes em relagdo as
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plantas HLB+ FI (Tabela 4), mostrando que o DI pode também apresentar um efeito

positivo sobre os teores de nutrientes radiculares em relagdo as plantas FI.

Tabela 4. Teores de nutrientes de raizes de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre
‘Citrumelo Swingle’ sadias (HLB-) e infectadas (HLB+), com irrigacao plena (FI) ou

submetidas ao déficit de irrigagao (DI).

HLB + HLB-

Nutrientes CV (%)
FI DI Fi DI
N(gkg?')  272m 23,90 28,6m 23,4 10,0
P (g kg™) 2,2b8 3,22 2,73A 2,5bA 18,5
K (g kg™) 28,6 25508 31,8"s 26,1"s 11,9
Ca(gkgh) 105" 10,7 10,918 10,718 9,2
Mg (g kg?)  3,4v8 4,0 4,43 3,38 11,7
S (g kg 3,428 3,8%A 3,62 3,3PA 10,0
B(mgkg') 16,3 16,924 18,524 15,48 11,1
Cu(mgkg?) 4,30 4,9 3,5 4,3ns 12,4
Fe (mgkg?') 229,838 574 5% 294,888 455 QbA 22,2
Mn (mg kg?') 359,6m 289,41 269,2"s  274,1Ms 17,4
Zn (mgkg') 146,3s 1559 147,2"s  146,1" 22,7

As diferentes letras indicam diferengas significativas entre os diferentes manejos de irrigacéo dentro da
mesma condi¢do de sanidade (A, B) ou condi¢do de sanidade dentro de cada manejo de irrigagéo (a,
b), para um teste t de Student a 5% de probabilidade; ns indica auséncia de diferenca significativa; N -
nitrogénio, P - fésforo, K - potassio, Ca - calcio, Mg - magnésio, S - enxofre, B - boro, Cu - cobre, Fe -

ferro, Mn - manganés e Zn - zinco.

5.3. Trocas gasosas

Plantas HLB— FI demonstraram maiores taxas de Anet, que foram associados a
maiores valores de A/Ci, gs e E (Figura 3), indicando que tanto o HLB como o DI
comprometeram as trocas gasosas das plantas. No entanto, nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os tratamentos HLB+ FI e HLB+ DI, o que mostra que
o déficit de irrigacdo ndo intensificou quaisquer efeitos negativos sobre as trocas

gasosas em plantas infectadas (Figura 3).
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Figura 3. Valores de taxa fotossintética liquida (Anet) (A), relacdo A/Ci (B), condutancia
estomatica (gs) (C) e transpiracdo (E) (D) em plantas de laranjeira ‘Valéncia’
enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’ sadias (HLB-) e infectadas (HLB+), com
irrigacdo plena (FI) ou submetidas ao déficit de irrigacdo (DI). As diferentes letras
indicam diferencas significativas entre os diferentes manejos de irrigacdo dentro da
mesma condi¢ao de sanidade (A, B) ou condicdo de sanidade dentro de cada manejo
de irrigacdo (a, b), para um teste t de Student a 5% de probabilidade. Barras

representam o erro padrao.

A deficiéncia no suprimento hidrico pode conduzir ao fechamento estomatico e
ao movimento de folhas, mecanismos estes que evitam perda de agua (OSMOND et
al., 1987). Sob estresse hidrico, as plantas também podem alterar a espessura, a area
foliar e caracteristicas anatdbmicas (LAMBERS et al., 1998), assim como a taxa de
transpiragdo, a condutancia estomatica e a taxa fotossintética (CALBO e MORAES,
2000). A baixa quantidade de agua no substrato pode influenciar a expanséao celular,
a regulacdo estomatica, fotossintese, respiracéo, translocacdo de substancias e a
sintese da parede celular, levando a reducéo da taxa de crescimento e a mudancas
no padrao de translocagao (STEINBERG et al., 1990).
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Ambos os tratamentos DI apresentaram maiores valores de WUE e iIWUE em
relacdo aos respectivos tratamentos Fl (Figura 4). Entretanto, ndo foi observada
quaisquer diferencas entre plantas HLB+ e HLB- dentro do mesmo manejo de
irrigacéo (Figura 4).

Condicdes propicias a fixacdo de carbono favorecem a abertura do estdmato,
enguanto condi¢des propicias a perda de agua favorecem o fechamento. A regulacéo
da abertura estomética ocorre por mecanismos complexos (RASCHKE, 1979),
parecendo agir, no entanto, no sentido de minimizar as perdas de agua, limitando de
forma menos intensa o influxo de CO2 (COWAN e TROUGHTON, 1971). Dependendo
da sensibilidade dos estbmatos as concentracdes de COz2, as respostas das plantas a
assimilacdo podem ser diferenciadas. Em alguns experimentos percebeu-se que
diante de altas concentracbes de CO: existia uma diminuicdo na abertura dos
estbmatos e uma consequente menor perda de agua pela planta. Com a reducéo da
transpiracdo ou perda de agua, ocorre maior eficiéncia fotossintética no uso da agua
e consequentemente um provavel aumento na produtividade vegetal (SHUGART et
al., 1986). No entanto, o DI pode provocar o fechamento estoméatico e,
consequentemente, a absorcéo de CO: é restringida. Assim, a redu¢ao no suprimento

de agua limita a fotossintese reduzindo a area foliar e a prépria absorcéo de CO..
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Figura 4. Eficiéncia no uso da agua (WUE) (A) e eficiéncia intrinseca no uso da agua
(IWUE) (B) em plantas de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’
sadias (HLB-) e infectadas (HLB+), com irrigacao plena (FI) ou submetidas ao déficit
de irrigacdo (DIl). As diferentes letras indicam diferencas significativas entre os
diferentes manejos de irrigacdo dentro da mesma condi¢do de sanidade (A, B) ou
condicéo de sanidade dentro de cada manejo de irrigacdo (a, b), para um teste t de

Student a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padrao.



35

5.4. Titulo bacteriano (Cr)

Apesar de nao ter sido observadas diferencas significativas entre tratamentos
para os valores de Cr das raizes, foi possivel observar que plantas HLB+ FI
apresentaram menores valores de Cr nas folhas, o que esta associado a uma maior
populacdo de bactérias (Figura 5). Tais respostas foram observadas tanto no primeiro
fluxo quanto no segundo fluxo vegetativo (Figura 5 A e 5 B). Portanto, é possivel
afirmar que o DI, além de causar uma diminuicdo na populacéo bacteriana de regides
previamente infectadas, levou também a uma reducéo no progresso da doenca para

novas regides de crescimento da parte aérea.
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Figura 5. Titulo bacteriano (Ct) em folhas do primeiro (A) e do segundo fluxo (B)
vegetativo e de raizes (C) de plantas de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre
‘Citrumelo Swingle’ infectadas com (HLB+), com irrigacéo plena (FI) ou submetidas ao
déficit de irrigacéo (DI). As diferentes letras indicam diferencgas significativas entre os

diferentes manejos de irrigacdo dentro da mesma condicdo de sanidade (A, B) ou
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condicdo de sanidade dentro de cada manejo de irrigacdo (a, b), para um teste t de
Student a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padréo. ns indica que nao
houve diferenca significativa.

Uma reducéo de 9% na populacédo CLas foi associada ao menor contetdo de
amido no HLB+ DI em relacdo ao HLB+ FI (Figura 6) (ETXEBERRIA et al., 2009;
SPANN e SCHUMMAN, 2009; FAN et al., 2010; JOHNSON et al., 2014; BOAVA et
al., 2017). No entanto, é valido apontar que as plantas HLB+ DI ainda apresentavam
altas concentracdes de bactérias.

5.5. Teores de amido, glicose, frutose, sacarose e maltose

Plantas HLB+ apresentaram maiores teores de amido em folha do que plantas
sadias (Figura 6). Este aumento no teor de amido nas folhas das plantas infectadas
com HLB foi amplamente relatado na literatura (SPANN e SCHUMMAN, 2009;
ETXEBERRIA et al., 2009; FAN et al., 2010; JOHNSON et al., 2014; BOAVA et al.,
2017), mas o complexo processo associado a sintese/degradacdo do amido nao foi
totalmente elucidado (GIBON et al., 2009; ETXEBERRIA et al., 2009; FAN et al.,
2010). O déficit de irrigagao levou a uma reducao nos teores de amido em folha, tanto
em plantas HLB+ como em plantas HLB— (Figura 6). A reducdo nos teores de amido
das plantas HLB— DI em comparacdo com as plantas HLB— FI foi associada a uma
menor taxa fotossintética do primeiro tratamento (Figura 3 A). Porém, 0 mesmo nao
pode ser afirmado em relacdo as plantas HLB+, uma vez que ndo houve diferenca
entre HLB+ Fl e HLB+ DI para Anet (Figura 3 A). Sendo assim, os resultados obtidos
nesta pesquisa fornecem fortes evidéncias de que a sintese e a degradacédo do amido
sdo comprometidas/afetadas nas plantas HLB+, o que foi parcialmente mitigado pelo
DI, uma vez que na literatura € possivel identificar o acimulo de amido nas folhas sem
0 manejo de irrigagdo. Varios autores indicaram que o acumulo de amido, sacarose e
glicose foi acarretado pela infecgao por Ca. L. asiaticus (KIM et al., 2009; FAN et al.,
2010).
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Figura 6. Teor de amido em folhas de plantas de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas
sobre ‘Citrumelo Swingle’ sadias (HLB-) e infectadas (HLB+), com irrigacéo plena (FI)
ou submetidas ao déficit de irrigacdo (DI). As diferentes letras indicam diferencas
significativas entre os diferentes manejos de irrigacdo dentro da mesma condicéo de
sanidade (A, B) ou condicao de sanidade dentro de cada manejo de irrigacao (a, b),

para um teste t de Student a 5% de probabilidade. Barras representam o erro padréo.

A maior quebra de amido em folhas de plantas DI levou a um aumento nos
teores de glicose, frutose e sacarose em relacéo aos seus respectivos tratamentos de
sanidade (Figura 7 A, 7 B e 7 C). Houve aumento dos teores de maltose em plantas
HLB+ DI em comparacdo com plantas HLB+ FI, ao passo que plantas HLB- DI
apresentaram maiores valores de maltose do que plantas HLB- FI (Figura 7 D).
Considerando que a maltose € o primeiro acucar formado apds a quebra do amido
(WEISE et al., 2004; ZEEMAN et al., 2004; FAN et al., 2010; ARITUA et al., 2013), &
possivel afirmar que, de fato, ocorre uma maior quebra de amido em plantas HLB+ DI
em relacdo as plantas HLB+ FI, o que ndo € observado em plantas sadias. Tal
resultado refor¢ca que o menor acumulo de amido em plantas HLB+ DI em comparacao
com o tratamento HLB+ FI esta associado a uma maior degradacéo de suas reservas

e conversao em maltose.
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Figura 7. Teor glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e maltose (D) em folhas de plantas
de laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’ sadias (HLB-) e
infectadas (HLB+), com irrigacdo plena (FI) ou submetidas ao déficit de irrigacéo (DlI).
As diferentes letras indicam diferencas significativas entre os diferentes manejos de
irrigacédo dentro da mesma condi¢cdo de sanidade (A, B) ou condicdo de sanidade
dentro de cada manejo de irrigacdo (a, b), para um teste t de Student a 5% de

probabilidade. Barras representam o erro padrao.

As reservas de carboidratos diminuem nos O6rgdos de armazenamento
conforme as plantas sdo expostas a disponibilidade reduzida de agua (MELTCAFE et
al., 2010). Devido a capacidade fotossintética reduzida sob condi¢des DI, agucares
soluveis da degradacdo do amido podem ser usados para manter a atividade
metabdlica da planta (DICKSON, 1991). Por isso, aumentos nos conteudos de agucar
soltivel foram observados (VU e YELENOSKY, 1989; PINHEIRO et al., 2011; PEREZ-
PEREZ et al., 2009; CHAVES et al., 2009; PEDROSO et al., 2014; PUGLISI et al.,
2019) como mostrado em HLB+ DI (Figuras 6 e 7).



39

5.6. Quantidade de agua aplicada ao longo do experimento

As plantas HLB+ necessitaram menos agua para saturar o substrato do que
plantas HLB—- (Figura 8). Em média, plantas HLB+ consumiram 15% menos agua do
gue plantas HLB- (Figura 8). Esse resultado esta associado a reduzida capacidade de
absorver agua das plantas HLB+ em virtude dos danos sobre o sistema radicular
(restricdes de crescimento da raiz) (GRAHAM et al., 2013; KADYAMPAKENI et al.,
2014; HAMIDO et al., 2016), sobre a area foliar (Tabela 1) e, consequentemente,

sobre as taxas de evapotranspiracéo (Figura 3 D).
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Figura 8. Volume de agua aplicada ao longo do periodo experimental em plantas de
laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas sobre ‘Citrumelo Swingle’ sadias (HLB-) e infectadas

(HLB+), com irrigacao plena (FI) ou submetidas ao déficit de irrigacéo (DlI).

Portanto, se faz necessario mais estudos para melhor compreensao da relacao
entre a infeccdo por HLB e disponibilidade hidrica. Foi possivel notar uma diminui¢éo
na populagédo bacteriana sob a condicdo de DI, informacéo que pode ser util para
futuras praticas de manejo em espécies que venham a ser tolerantes ao HLB. Tais
modificacdes podem levar a reducdes nas perdas de recursos, como agua e,

consequentemente, nutrientes via lixiviagao.
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6. CONCLUSAO

As plantas infectadas com HLB e submetidas ao déficit de irrigacédo
apresentaram vantagens fisioldgicas em relacdo as infectadas sob irrigacdo plena,
tais como: menor acumulo de amido e maior contetdo de acucares solluveis em folhas;
maior eficiéncia no uso da agua; maiores teores de macro e micronutrientes na parte
aérea. Tais respostas em plantas sob déficit hidrico foram associadas a diminuicdo na
populacdo bacteriana em partes da planta previamente infectadas, bem como na
desaceleracdo do progresso da doenca para novas partes da copa que se
desenvolveram apos a infeccdo com HLB. A diminuigdo na populagdo bacteriana sob
condicao mais restrita de suprimento de agua é importante informacao para futuras
praticas de manejo com espécies que venham a ser tolerantes ao HLB, haja vista a

série de respostas fisiologicas sob déficit de irrigacao.
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