Xylella fastidiosa— ADESAO E COLONIZACAO EM VASOS DO
XILEMA DE LARANJEIRA DOCE, CAFEEIRO, AMEIXEIRA,
FUMO E ESPECIESDE CIGARRINHASVETORASE FORMACAO
DE BIOFILME SOBRE PEL{CULA DE POLIESTIRENO

EDUARDO ALVES

Tese apresentada  a Escola
Superior de Agricultura “Luiz de
Queroz’, Universdade de Séo
Paulo, para obtencdo do titulo de
Doutor em Agronomia, Area de
Concentracao: Fitopatologia.

PIRACICABA
Estado de S30 Paulo — Bradl
Janeiro - 2003



Xylella fastidiosa— ADESAO E COLONIZACAO EM VASOS DO
XILEMA DE LARANJEIRA DOCE, CAFEEIRO, AMEIXEIRA,
FUMO E ESPECIES DE CIGARRINHASVETORAS; E
FORMACAO DE BIOFILME SOBRE PELICULA DE
POLIESTIRENO

EDUARDO ALVES
Engenharo Agrénomo

Orientador: Prof. Dr. SERGIO FLORENTINO PASCHOLATI

Tese apresentada a Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Quedroz’, Universdade

de Séo Paulo, para obtencdo do titulo de
Doutor em  Agronomia, Area  de
Concentracdo: Fitopatologia

PIRACICABA
Estado de S30 Paulo — Bradl
Janeiro - 2003



Dados Internacionais de Catalogacé&o na Publicagédo (CIP)
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Alves, Eduardo

Xylella fastidiosa — adesdo e colonizagdo em vasos do xilema de laranjeira doce,
cafeeiro, ameixeira, fumo e espécies de cigarrinhas vetoras e formacéo de biofilme
sobre pelicula de poliestireno / Eduardo Alves. - - Piracicaba, 2003.

122 p. :il.

Tese (doutorado) - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, 2003.
Bibliografia.

1. Bactérias fitopatogénicas 2. Cigarrinhas 3. Clorese-variegada-dos-citros 4.
Microscopia 5. Microscopia eletrdnica de transmissdo 6. Microscopia eletrdnica de
varredura 7. Xilema I. Titulo

CDD 634.31

“Permitida a copiatotal ou parcial deste documento, desde que citada a fonte— O autor”



Aosmeus pais Manoe e Odila,
ea minhatiaemadrinha Nicleusa,

pelo carinho, incentivo e apoio, DEDICO

“ Quando se planta com fé e esperanca,
se colhe com graca e em abundancia”

Com a ajuda do microscopio ndo ha nada tdo pequeno que possa escapar as nossas
investigagdes; portanto hd um novo e visivel mundo descoberto a ser entendido.
Robert Hookie (Micrografia, 1664)

A minha esposa Eliana pela atencéo, ajuda,
incentivo, dedicacdo, carinho, amor e companheirismo,
OFERECO.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos os colegas, professores e funcionarios do Setor de
Fitopatologia do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da
ESALQ/USP, que contribuiram para a redlizacéo deste trabaho, e em especid:

Ao Prof. Dr. Sérgio Forentino Pascholati, pela orientacdo, incentivo, paciéncia,
confianca e amizade.

Ao Dr. Breno Lete (nstitute of Food and Agricultural Sciences, University of
Florida, North Florida Research and Education Center -Quincy, FL-USA), pela co-
orientac&o, treinamento, incentivo, guda, confianga e amizade.

Ao Prof. Dr. Elliot Watanabe Kitgima, pelas sugestOes, incentivo, confianga e
disponibilizacéo do NAP/MEPA- ESALQ/USP, para que esse trabaho pudesse ser
realizado.

Ao Prof. Dr. Jodo Roberto Spotti Lopes do Setor de Entomologia, pela guda,
orientagdo e cooperaco na realizacdo de vérios trabal hos desta tese.

Ao Prof. Dr. Chales Mims e aos técnicos Camem Rodrigues, Elizabeth
Richardson e Glenn Freshour (The University of Georgia — Athens, GA-USA), pelo
carinho com que me receberam em seus laboratorios para treinamento.

A Doutoranda Rosangela Crigstina Marucci do Setor de Entomologia pela guda
nos isolamentos, preparo das cigarrinhas e inoculacdo das plantas.

Aos demas professores do Setor de Fitopatologia do Departamento de
Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ/USP pelos ensnamentos e
incentivos.

Aos amigos André Andrade Franco, Robson Di-Piero e Marise C. Martins Panis
pela cooperacéo nestafase fina de elaboracéo da Tese.



Ao Consgho Neciond de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPg)
pelas bolsas de Doutorado no Brasil e de Doutorado Sanduiche.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FAPESP) pelo
financiamento do projeto.

E findmente, a Universdade Federd de Lavras (UFLA) e a0 Departamento de
Fitopatologia (DFP) pela minhaliberacéo integral durante estes quatro anos.



SUMARIO

Pégina
LISTA DE FIGURAS.......o ottt ettt X
LISTA DE TABELAS.......co ottt nas Xvii
RESUM O ... i e e e e e e e e e XX
SUMM A RY ittt e e XXii
LN 200516 [7:X 0 OO 1
2 REVISAO DE LITERATURA......ooreeeeeeeeeeestesesstessessssses s ses s sssssssssens 4
2.1 O QENEIO XYIEIA. ...t 4
2.2 Doencas causadas por X. fastidioSa.........ccccveeerieieiieseee e 5
2.3 Sintomatol ogia das doencgas causadas por X. fastidiosa.........ccceeevveeiencieneennnns 7
2.4 Como X. fastidiosa CaUSA JOBNCA..........cccveeeeeeerieseerteeie et eneas 8
2.5 O processo de adesdo e colonizagdo por X. fastidiosa.........cceverereiereneneennes 10
2.5.1 Termos relacionados aadesdo e colonizacdo de bactérias........ccovveeernnnnnns 10
2.5.2 Envolvimento de elementos quimicos na adesfo e colonizagdo das bactérias 11
2.5.2.1 Influéncia do zinco na clorose variegada do CItros..........cccceveenerererererenenes 11
2.5.2.2 Importancia do CACIO NAAAESA0...........ccevueveeeieeeiee e 11
2.5.2.3 Envolvimento do enxofre N adeSa0.........ccvvveerererereereneeeseese e 12
2.5.3 Papel de exopolissacarideos e estruturas extracel ulares na adeséo................. 12
254 Um modelo paraadesdo de X. fastidiosa..........ccovrerererieeiienesc e 13
2.5.5 A movimentagcdo Sstémicae vaso avaso por X. fastidiosa...........ccccveeenenne 14
2.0 VEIOMES. ...ttt st st e e bt e bt e et e e s be e e e e e be e e e e e nbeenareeneeenns 15
2.7 Diagn0stico de X. faStitiOoSa.......ccveuereerieeiieieesie e e seeee e eae e ee e enne e 18

2.8 CONSIAErACOES FINAIS......c.ceeeeeieieie ettt st sr et s sae e s nne s 19



3 RELAGCAO ENTRE A PROPORGCAO DE VASOS DO XILEMA
COLONIZADOS POR Xylella fastidosa EM AMEIXEIRA, CAFEEIRO E
CITROSE A SINTOMATOLOGIA DA FOLHA......oo e

G0 I (S-S U] 1 00 PSPPSR

B2 INEFOTUGED. ...ttt

3.3 Material @ MEIOUOS.........cueiierieriiriereeee ettt

3.3.1 Isolados do patdgeno, plantas utilizadas € iNOCUlaCa0..........cccovevvererererireennnnnns

3.3.2 COleta das @aMOSIIES.........cccurereeeriisieeeesee ettt nbe e s

3.3.3 Preparacao das amostras para microscopia el etronica de varredura................

3.3.4 Isolamento primario em mMeio de CUITUNaL........cocoverererererenererereeeeee e

3.3 5 Extrac80 dE DNA €PCR......c.oi ettt

3.3.6 ANAISE EAISICAL.....ecveeerieieece e e

B LC U ='e [0 TS

34.1 Rdagdo entre 0 nimero de vasos do xilema colonizados por X. fastidiosa e

= RS 1 0100] 7= (0 (0] = WS

3.4.2 Populacdo bacteriana nos peciol os e relacdo com a sintomatologia................

3.5 DISCUSSAD. ....eeuveneeneeierierie st st st st sttt ae bt be b b e b e b e e et et aenbenbesbe s b nee e

4 ULTRAESTRUTURA DA INTERACAO Xyledlla fastidiosa-LARANJA PERA

- ASPECTOS DA ADESAO, COLONIZACAO VASO A VASO E
RESISTENCIA DA PLANTA ..ot seeeestessessessssssss s sssssssssssssssssenens

(== U 100 J RSP STRTPPRR

N g 11 0o (U o= o NSRS

4.3 Material € MEOUOS........cceireeririeeei st se ettt se s sre e eneeneenes

4.3.1 Coleta das @MOSIIES.........coueerererireie ettt

4.3.2 Preparagao das amostras paraMEV ..o

4.3.3 Preparacdo das amostras paraMET @ ML.....cccocveevececenesecececeeeeee e

A.3.4 URTaMICIOIOMIBL ... civeveieriesiesiesiesteseesteseeseeseesee e seeseesseseeseesseeeeeeeeeesneesseees

4.3.5 Procedimentos para imuNOMEICAGAD. ........coueerrerererrererreerieseseesesesienessesesessenens

A.3.5.1 ANLICOIPOS ...veevieiteeiteesieeseesstesieeste st e e aeetesteeteebeeseebeesbeesbeesseesreesseesreesnens

4.3.5.2 IMUNOMEAICAGE0. ....c.veveeeeeeeeeseeieeiesiesie st ste st ssesse s e e e e esessessessesbeseeseensenas

Vii

20
20
21
23
23
23
24
25
26
26
26

26
27
35



(S S U =0 [0 SRS
4.4.1 Microscopia eetrénica de varredura e microscopia de luz da X. fastidiosa
em vasoS A0 XIeMA dE CItrOS........cccevereeeeerese e
4.4.2 Microscopia detronica de transmissio de X. fastidiosa em vasos do xilema
de citros com imunomarcacdo da parede primaria dos vasos do xilema........
4.4.3 MEV e ML da reacéo de plantas de laranjeira péra a colonizacdo dos vasos
do xilemado peciolo e dasfolhas por X. fastidiosa.........cccccecevervnerenenennens
4.5 DISCUSSAD. ....cueveveneesesteeeseseesessesteeesessenessesssnessessesessesseseasessesessessesessessesessessesesses
5 ESTUDO DA INTERACAO DE Xylela fastidiosa COM DIFERENTES
VARIEDADES DE FUMO  (Nicotiana tabacum): ASPECTOS
EXPERIMENTAIS, ULTRAESTRUTURAIS E SINTOMATOLOGICOS......

oI 11 0o [0 To= o SRS
5.3 Material € MEOUOS.........ccueeeeriiiiiesieeee sttt nne e
5.3.1 Condiges experimentais € iNOCUIACAO...........cccccvvuererereeerereeesiese s
5.3.2 Coletadas amostras e preparo para MEV ...
5.3.3 Reisolamento da bacté&riaem meio PWG..........cccvvenreennecenseereseeneae
5.4 RESUITAOOS.........eeiiieiee et bbbt saeene e
5.4.1 Quadro sintomatol gico apresentado pelas plantas.........cccceeeeeeeeeeeeeeeenens
5.4.2 Reverso e araso nos sintomas pela adubagdo com sulfato de amdnio..........
5.4.3 Reisolamento das colbnias de X. fastidiosa em meio sdlido e observacéo
doS PECIOIOS EM IMEV ...ttt
Il BT o152 o TSR
6 ESTUDO DA ADESAO E COLONIZACAO DE INSETOS VETORES POR
Xyldla fastidiosa ATRAVES DA MICROSOCOPIA EL ETRONICA DE
VARREDURA ...ttt st
B.1 RESUMO. ...ttt ettt e e e e e b e e be e b e e saeesneeenneennas
6.2 INIFOAUGED. ...ttt ettt bbbt

viii

45

45

46

52
53

58
58
59
60
60
61
61
62
62
63

63
69

72
72
73



6.3 Material € MEOUDS.........ceceeieiicieieseeeee s e ne e
6.3.1 Criaca0 de iNSet0S VELOreS SAI0S......c.coveueeieriece et s
6.3.2 Aquisicao das cdulasde X. fastidiosa........ccceeererererenenere s
6.3.3 Preparacdo das cigarrinhas para MEV ...
L C S0 "o [0S SRR
6.4.1 Eficiéncia de exposi¢do dos possives sitios de retencéo de X. fastidiosa.......
6.4.2 Locdizacdo de X. fastidiosa nos Sitios de retenGao...........coevereeereneresencnene
5.5 DISCUSSAD. ....ceueeueeueeierierieste st st st st e sttt b e sb e b st et e e e e et et beebenbesbe st neennens
7 FORMACAO DE BIOFILME POR Xylella fastidiosa SOBRE SUPERFICIE
DE POLIESTIRENO .....ooiiii ettt sttt e s e s e
7.1 RESUMO. ...ttt ettt b et e e s e e s e sae e e e e e s e e neesreenneesneennnennnas
T2 INEFOTUGED. ...ttt bbbt bbb
7.3 Material € MEOUOS.........coueueriiiiiiesieseeses e
7.3.1 CondicOes experimentaiS € INOCUIO........cceereirieeririereeeee e
7.3.2 Preparo do material paraMEV .......c..cooieveiecesece e
T A RESUITAOODS. ..ottt e bt e seesneene e
7.4.1 Fases daformacdo do biofilme por X. fastidiosa em pelicula de poliestireno.
7.4.2 MEV de coloniasde X. fastidioSa..........ccuvererereninieninieesee e
7.4.3 Emprego da pelicula de poliestireno para 0 estudo da formacdo do biofilme
POF OULIaS DACLENT@S........ccveieeieiceeie ettt
Y BT o1 o TSR
8 CONCLUSOES.......cuuiteereeeeseeeseeesesessssssssasssesssssessessssssesssssssssesssssssssesssssnns
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......eceieeeeeeeeeeeee e

74
74
75
75
76
76
77
89

91
91
92
93
93
94
94
94
95



LISTA DE FIGURAS

Pégina
3 RELACAO ENTRE A PROPORCAO DE VASOS DO XILEMA
COLONIZADOS POR Xylella fastidosa EM AMEIXEIRA, CAFEEIRO

E CITROSE A SINTOMATOLOGIA DA FOLHA....ccoeeee 20

1 Sntomatologia das amodras coletadas. folha com maior intensdade dos
gntomas (Sl), folha de ramos doentes com sntomas leves (SL) e folha de
planta sadia (da esquerda para a direitd). (A) folhas de ameixera, (B) folhas de
cafedro e (C) folhas de laranjEira CaiPIra.........ccceerereenieierereseseese e

2 Elegromicrografia de varredura mostrando a morfologia caracteristica e detalhes
do modo de colonizacdo de Xylella fastidiosa em vasos do xilema em peciolos
de ameixeira (A e D), cafeeiro (B e E) e citros (C e F). (D) vaso espirdado em

ameixerg, (E) vaso reticulado em cafegiro e (F) vaso pontuado em laranjeira

3 Eletromicrografia de varredura mostrando 0 nimero de vasos colonizados por
Xylella fastidiosa em ameixeira (A e B), cafearo (C e D) e citros (E e F) em
redacdo a sintomatologia As imagens da direta foram obtides de folhas com
sntomas leves e da esquerda com sintomas intensos. (Seta) célula do
parénquima do xilema, (V) vaso do xilema; (Vc) vaso do xilema colonizado
POI X, FASHAIOSA. ...t nee s

4 Hficiéncia de colonizacdo de trés plantas hospedeiras (cafeeiro, ameixeira e
citros) por Xylella fastidiosa. A proporcédo da (UFC/g) pela % de vasos
colonizados expressa a capacidade do patdgeno em colonizar o tecido da
planta. (A) Peciolo de folhas com sintomes leves, (B) Peciolo de folhas com

SINEOMBS INEEINISOS. ...t e et e e e e e e ee et eeeaeeeeeeeeeeeeeeanneeeeesaeeeeseanneessanseeeeeaanneeas

24

31

32

33



4 ULTRAESTRUTURA DA INTERAQAO Xylella fastidiosa-L ARANJA
PERA - ASPECTOS DA ADESAO, COLONIZACAO VASO A VASO E
RESISTENCIA DA PLANTA ..ot ensen s ees s

1 A) Fotomicrografia de um corte transversal do peciolo de laranjeira péra
infectada com Xylella fastidiosa. Nota-se que 0s vasos colonizados estéo
posicionados nas partes mais externas (seta ilustra um vaso obstruido). (B-D)
Eletromicrografias de varredura do peciolo de laranjeira péra com CVC; (B)

Corte longitudina representando a area do quadrado em A, mostrando os tipos
de vasos do lema encontrados no peciolo de folhas de laranja péra da parte
superior para a inferior, observa-se vasos pontuados (P), reticulados (R),
excadaiformes (ES) e espirdados (E); (C) corte longitudind mostrando as
bactérias no interior das pontuagbes (seta); (D) corte transversd mostrando
detalhe da bactéria no interior da pontuacao (SEta).........cccevveeevererrereriereeererieens

2 Eletromicrografias de varedura de vasos do xilema de laranjeira péra
colonizados por Xylella fastidiosa. (A-B) Colonizacdo de vasos adjacentes e
presenca de agumas bactérias [b e setas] aderidas a parede das cdulas e
algumas no interior de pontuaces (cabeca de seta), (A) corte transversa e (B)
corte longitudind; (C-F) fases da colonizagdo.(C) inicio da formagdo do
biofilme (seta); (D-E) presenca de materid fibrilar [f e setag junto & bactérias
(b); (F) presenca de goma [g] sobre as cdlulas bacterianas, vaso ocluido...........

3 Eleromicrografias de varedura de vasos do xilema de laranjeira péra
colonizados por Xylella fastidiosa. (A) corte longitudind mostrando um vaso
com as diversas fases da colonizagdo (da esquerda para direita smula as
posicdes dos cortes da Figura 2 C, D, E e F); (B) bactérias (cabeca de seta)
envolvidas por uma substncia semehante a mucilagem (seta) Condicdo em

gue so também encontradas as bactérias nos vasos do xilema de laranjeira

4 Eletromicrografias de transmissdo do peciolo de folhas de laranjeira péra
infectadas com Xylella fastidiosa. (A) Corte longitudind mostrando os vasos

obstruidos e em inicio de colonizacdo. Pode-se notar 0 acimulo de bactérias



Xii

proximas & pontuacoes (seta). (B) Corte transversd mostrando uma bactéria

em divissto no interior da pontuacdo (seta); (B-D) vasos com cdulas

bacterianas e auséncia ou dteracdo na parede priméria da pontuagéo. P =

pontuacdo, Pc = parede celular secundéria, cabeca de seta = parede cdular

Primaria, SEta = DaCtEria......ccccoveiirire s 50
5 Eleromicrografias de transmissdo do peciolo de folhas de laranjeira péra

infectadas com Xylella fastidiosa, com imunomarcagdo para componentes da

parede priméia (hemicduloses) com ouro coloida (seta). Em A e B notase a

auncia de marcagdo na parede prim&ia das pontuagbes, as quas

possvelmente foram degradas por X. fastidiosa. P = pontuacéo; Pc = parede

SECUNAANIE; B = DACLENTAL.....veevieeiiieie et 51
6 Eletromicrografia de varredura do peciolo de folhas de laranjeira péra infectada

com Xylella fastidiosa mostrando a formacdo de crigtais em vasos proximos

aos colonizados pela bactéria (A-C) Corte transversd. Em (C) é possive

verificar as bactérias nos vasos a exquerda (seta); (D) corte longitudinal

mostrando aformagdo de cristais ao longo do vaso. C = crigtaiS......ceeeeevereeeenene. 52
7 Fotomicrografia (A-B) e eetromicrografia de transmissio (C-D) da regido da

folha de plantas de laranjeira péra infectadas com Xylella fastidiosa. (A) corte

transversd do limbo foliar mosirando uma maior espessura do limbo na regido

da bainha, com a presenca de hipertrofia (H) e deposicdo de materid nos

espacos intercdulares (G); (B) um detalhe da &rea afetada mostrada em A; (C)

eetromicrografia modrando uma regido do parénquima palicadico proximo a

regido da bainha. Pode se observar ateracbes no citoplasma com a degradacéo

dos pladtidios, presenca de globulos osmafilicos (O) e um grande nimero de

vesiculas (Ve); (D) detromicrografia mostrando detahes da regid com

hipertrofia das cdlulas (H) e deposicdo de materia nos espagos intercelulares,

possvemente goma e compostos fendlicos (G). V = vaclolo, E = epiderme,

PP = parénquima palicadico e Pl = parénquimalacunoso...........ccccevevrerereereenenes 54

5 ESTUDO DA INTERACAO DE Xylella fastidiosa COM DIFERENTES



VARIEDADES DE FUMO (Nicotiana tabacum): ASPECTOS
EXPERIMENTAIS, ULTRAESTRUTURAIS E
SINTOMATOLOGICOS......ooveiirereieie et ssnes
Sintomas de Xylella fastidiosa observados em folhas de trés variedades de
fumo: (A) Havana; (B) RP1, (C)TNN; (D) vista superior de uma planta de
Havana infectada; (E) vista superior de uma planta de TNN infectada. Observe
0s sintomas da infecgéo nas folhas localizadas na base das plantas....................
Sintomas em hastes da variedade de fumo Havana infectadas com Xylella
fastidiosa. Planta controle a esquerda e sintomética a direita. Foto obtida 120
dias aPOS ATNOCUIACAD. ......coveveeeieirieeririe sttt
Detahes da reacéo de plantas de fumo, variedade Havana, infectadas com
Xyldlla fastidiosa a adubacdo com sulfato de aménio. (A) Folha de uma planta
ndo adubadas a esquerda e de uma adubada a direita; (B) folha de planta que
foi adubada quando os sSntomas iniciais ja eram visiveis (observe uma
reversio dos dntomas e que a folha agoresentaase anda um pouco
encarquilhada); pode se observar a depressdo dos pontos onde os sintomas
necréticos estdo locdizados, (C) Planta de fumo variedade Havana antes da
adubacgdo e (D) 20 dias apos a adubacdo com sulfato de aménio...........ccccevenee.
Eletromicrografia de varedura de peciolos de folhas de plantas de fumo
infectadas por Xylella fagtidiosa. (A) Variedade RP1 (as setas indicam os
poucos vasos colonizados pela bactéria). (B) Detdes mostrando vasos
espirdados do xilema de fumo variedade havana (X) e vasos ocluido a direita
com agregados da bactéria (seta) e possvemente materid fibrilar (cabeca de
seta). Foto obtida de plantas apds 120 dias dainoculagao...........ccceeeeeveeiieneenen.
Eletromicrografia de varredura de peciolo de folhas de plantas de fumo
infectados com X. fastidiosa: (A e C) variedade RP1, (B, D e F) variedade
Havana e (E) variedade TNN. Em (A) e (B) a seta indica vaso clonizado, em
(C-D) a seta indica bactéria. Cabeca de seta em C indica presenga de goma
junto & bectérias e em (E) materid fibrilar; (F) Seccdo longitudind (a seta
indica a presenca da bactéria na pontuacdo). (A- E) Seccéo transversa do

Xiii

58

65

66

67



Xiv

01 o o TSSO 68

6 ESTUDO DA ADESAO E COLONIZAGAO DE INSETOS VETORES
POR X. fastidiosa ATRAVES DA MICROSOCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA ...ttt e e nrae e e s e 72
1 Eletromicrografia de varredura do corte longitudind da cabeca de cigarrinhas
de citros mostrando os provaveis sitios de retencdo de Xylella fastidiosa e
outras partes da cabeca (partes descritas nas imagens) (A-F). (A e B)
Acrogonia citrina; (C-E) Dilobopterus costalimai, sendo (D) um detahe do
cand dimentar; (F) Oncometopia facialis..........cooveeererirenineneseee e 78
2 Eleromicrografia de varedura de um corte longitudind da cabeca de
Bucephalogonia xanthophis mostrando os provaveis sitios de retencéo de
Xylella fastidiosa. Nota-se, entretanto que nenhuma célula de X. fastidiosa foi
encontrada, porém, agpenas uma bactéria com morfologia diferente. (A) Vida
gera da camara do cibario; (B) detalhes da bactéria encontrada colonizando a
superficie internas ventrd do cibario. A &ea em B é um aumento da &ea do
quadrado em A. Inseto dimentado previamente durante 48 h em planta de
dtros infectada com isolado de X. fastidiosa, causador daCVC...........cccceeveennne 80
3 Eletromicrografia de varedura de um corte longitudind da cabeca de
Acrogonia citrina mostrando vé&ias pates. (A) vista gera das partes da
cabeca; (B) detalhes da aea indicada pela seta e quadrado em A com a
presenca de bactérias semehantes a Xylella fastidiosa; (C) detalhes da area
indicada pelo quadrado em B. Nota-se, a presenca de células de X. fastidiosa
envoltas por um materid amorfo e fimbriass B = cdulas bacterianas. Inseto
dimentado previamente durante 48 h em planta de citros infectada com
isolado de X. fastidiosa, causador daCV C..........ccovririninineninese e 81
4 Eletromicrografia de varedura de um corte longitudind da cabeca de
Acrogonia citrina. (A) uma visa dorsd e externa do cib&io mostrando
orificios e fissuras na membrana do diafragma; (B) detahes de uma fissura na

membrana mostrando uma agregacéo interna de bactéias semehantes a Xylella



fagtidiosa; (C) detdhes de um orificio indicado peo quadrado em A,
mostrando uma agregacéo interna de X. fastidiosa; (D) detalhes da &ea em C
mogirando cdulas de X. fastidiosa envoltas por um materid amorfo. Inseto
dimentado previamente durante 48h em planta de citros infectada com isolado
de X. fastidiosa, causador daCV C.........ooooeiiiiiiie et
5 Eletromicrografia de varredura mostrando uma parte interna da membrana do
diafragma, cand apodemd de Acrogonia citrina (A). (B) detahe da &ea
indicada pelo quadrado em A, onde se observa a presenca de agregados de
bactéria semdhante a Xylella fastidiosa; (C) detalhes da area indicada pelo
quadrado em D, mostrando céulas de X. fastidiosa aderidas polar e
laterdmente na membrana do diafragma Insesto dimentado previamente
durante 48 h em planta de citros infectada com isolado de X. fastidiosa,
causador daCVC. B = X. fastidioSa.......ccceverererieiiiesese e
6 Eletromicrografia de varredura mostrando uma visdo geral da camara do
cib&io de Acrogonia citrina (A). (B-D) detalhes das respectivas aress
indicadas pelo quadrado em A, onde se observa a presenca de bactérias
semdhantes a Xylella fastidiosa; (E) detahes da area indicada pelo quadrado
em D. Inseto dimentado previamente durante 48 h em planta de citros
infectada com isolado de X. fastidiosa, causador daCVC..........occeevevveeeiiiveeenne
7 Eldromicrografia de varredura mostrando uma visdo geral da cémara do
cibario de Oncometopia facialis com indicacdo dos sitios de ligagdo de Xylella
fastidiosa (A). (B) detahes da area indicada pelo quadrado em A, onde se
observa a presenca da X. fastidiosa no cand do pré-cibario; (C) detahes da
area indicada pelo quadrado em B, mostrando a presenca das cdulas de X.
fastidiosa aderidas polarmente a parede do cand e de goma fastidiana. B =
cdulas bacterianas e G = goma fadidiana Inssto dimentado previamente
durante 48h em planta de amexera infectada com o isolado PLS de X.
122 5 0 [0 SR
8 Eleromicrografia de varredura mostrando uma visio gerd da regido proxima

ao pré-cibario de Oncometopia facialis com indicagdo da presenca de Xylella



XVi

fastidiosa na parede do cib&io e no sulco longitudind (A). (B) detdhes da

area indicada peo quadrado em A, onde se observa a presenca de bactérias

semdhantes a X. fastidiosa aderida polarmerte a parede do cibario; (C)

detahes da éea da vévula do pré-cibaio (regido locdizada no find do cand

do cib&io) mostrando a presenca de células de X. fastidiosa. B = cdulas

bacterianas. Inssto dimentado previamente durante 48 h em planta de

amaxerainfectadacom oisolado PLS de X. fastidiosa..........ccoeeeveriniceniennnnne 86
9 Eleromicrografia de varedura do sulco longitudind do cibaio de

Oncometopia facialis (regid modtrada na Figura 7) indicando uma regiéo

com bactérias semehantes a Xylella fastidiosa aderida (A); (B) detahes das

células bacterianas aderidas lateramente, sem a presenca de materia amorfo.

Inssto aimentado previamente durante 48 h em planta de ameixdra infectada

comoisolado PLSde X. fastidiosa........cccovvrerinininininiese e 87
10 Eletromicrografia de varredura de um corte sagitd da cabega de Dilobopterus

costalimai. (A) mostrando uma visdo gerd do cibario, com aencdo para a

parte interna do cand apodemal (quadrado). (B) detalhe da area indicada pelo

quadrado em A, parte interna da membrana do diafragma, onde se observa a

presenca de bactérias semelhantes a Xylella fastidiosa nas cavidades dos

musculos, (C) detalhes da érea indicada pelo quadrado em B, mostrando

cdulas de X. fastidiosa aderidas laterdmente na cavidade dos musculos.

Inseto alimentado previamente durante 48 h em planta de citros infectada com

isolado de X. fastidiosa causador daCV C..........cceiririeninineninese e 88

7 FORMACAO DE BIOFILME POR Xylela fastidiosa SOBRE
SUPERFICIE DE POLIESTIRENO - METODOLOGIA PARA
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE BACTERIAS.... 91

1 Eletromicrografia de varredura das fases de formagéo do biofilme por Xylella
fastidiosa sobre peicula de poliestireno (A-G) e col6nia da bactéria em meio
de cultivo PW sdlido (H), onde se observa célula menor e sem goma. (A) fase

inicid com poucas cdulas aderidas a pelicula (B) com uma camada de



cdulas;, (C-D) com mas de uma cameda e inicio da producdo de
exoplissacarideos, (E) varias colbnias em inicio de agregacéo; (F) colénias ja
unidas e com a deposicdo de goma (G) biofilme ja formado com véias
CAMAAS AE CAUIBS ..o e
2 Eletromicrografias de varredura mostrando o hiofilme formado sobre peicula
de poliestireno pelas bactérias (A) Xylella fastidiosa, (C) Bacillus subtilis, (E)
Clavibacter michiganense subsp. michiganense e (G) Pseudomonas sp. Nota-
s a adesdo inicid das bactérias a superficie de poliestireno. Detalhes dos
respectivos biofilmes bacterianos (B, D, F e H).....ccooveeevivviccceceeeeeeee

Xvii

96

97



LISTA DE TABELAS
Pégina
3 RELACAO ENTRE A PROPORCAO DE VASOS DO XILEMA
COLONIZADOS POR Xylella fastidosa EM AMEIXEIRA, CAFEEIRO
E CITROSE A SINTOMATOLOGIA DA FOLHA......coooeeerrreeenn, 20
1 Porcentagem de vasos do xilema colonizados por X. fastidiosa, nimero de
unidades formadoras de col6nias por grama de tecido e resultado do teste PCR
em funcdo da sintomatologiafoliar em ameixeira, cafearo e citros................... 29
2 Porcentagem de vasos do peciolo do xilema colonizados por Xylella fastidiosa
e nimero de UFC/g tecido infectado em folhas de ameixeira, cafeeiro e citros
com sintomas leves e sntomas intensos da doenca. Dados transformados......... 30
3 Numero e porcentagem de vasos colonizados por X. fastidiosa em cinco
posicdes do peciolo em direcdo a nervura central de folhas de ameixeirg,
cafeeiro e de citros com sintomas intensos de iNfecgao..........cvvvvvcecerevieecenne 31
4 Numero de vasos tota por imagem, nimero de vasos colonizados por X.
fastidiosa e nimero de vasos totais, contados nas imagens geradas no

microscopio eetrénico de varredura. (SI) sntomaintenso e (SL) sintomalleve. 34

6 ESTUDO DA ADESAO E COLONIZACAO DE INSETOS VETORES
POR X. fastidiosa ATRAVES DA MICROSOCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA.....oovieeetseeeiectesteves st sessssss s ssssssesss s ssssssessasssssssssnssssssansasans 72
1 Numero de cigarrinhas sadias ou infectadas com Xylella fastidiosa dissecadas e

preparadas para MEV e frequiéncia de sucesso na dissecacdo e visudizacdo da

DACEEITANOS INSELOS. ... ettt e e e e e e e e e et et e e e e e e ee s e neeeeeeeeeaaannnnees 79



7 FORMACAO DE BIOFILME POR Xylela fastidiosa SOBRE
SUPERFICIE DE POLIESTIRENO - METODOLOGIA PARA
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE BACTERIAS....

1 Comprimento, largura e relacdo comprimento largura de quatro espécies de
bactérias. Medidas redizada em microscopio eetronico de varredura sob
AUMENEO A 10.000X .........ceuerieerierieriisie e ees et se e enes

XiX

91
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CIGARRINHASVETORASE FORMACAO DE BIOFILME SOBRE PELICULA
DE POLIESTIRENO
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Orientador: Prof. Dr. SERGIO FLORENTINO PASCHOLATI

RESUMO

X. fastidiosa € uma bactéria fitopatogénica limitada ao xilema, que tem afetado
um grande nimero de plantas no Brasil e no mundo. Muitos trabahos ja foram redizados
sobre esta bactéria, mas pouco se conhece a respeito da adesdo, colonizagdo e expressio
dos sntomas. Os objetivos deste trabalho foram: @) aravés do uso da microscopia
eetronica e de luz, determinar e relacionar 0 nUmero de vasos colonizados de citros,
cafedro e ameixera com a dntomatologia em folhas, b) estudar a adesdo, migracéo
radiad e colonizacdo dos vasos do xilema do peciolo de folhas de citros pela bactéria; c)
edudar dgumas varidveis experimentais que afetam a expressio dos sntomas em fumo;
d) verificar os sitios de ligacdo da bactéria em cigarrinhas vetores, €) estudar a adesfo e a
formacéo do biofilme por X. fastidiosa em superficie de poliestireno, como uma nova
metodologia. Os resultados mosiraram em ameixeira e cafedro uma relagdo entre o
nimero de vasos colonizados e a expressio de sintomas necrdéticos, reacdo esta que ndo
pode ser observada para citros, 0 qua apresentava um nimero de vasos colonizados do

peciolo bem menor que o das outras duas espécies. No estudo da bactéria nos vaso do



xilema de citros foi possivel verificar as diversas fases do processo de colonizagdo do
xilema, bem como a capacidade da bactéria em degradar a parede cdlular priméaria da
pontuacdo e migrar para 0s vasos adjacentes. Neste estudo foi também possivel verificar

respostas da planta a bactérias caracterizadas pela producéo de cristais no lUumen dos
vasos do xilema e o acimulo de goma e hiperplasa de células nas folhas. No estudo com

variedades de fumo verificotse que a cultivar Havana apresentou expresséo de sintomas
mas intensa que as variedades TNN e RP1 e que o0 aparecimento dos mesmos néo foi
influenciado pelo volume de indculo e pelo loca de inoculacdo, mas sm pea adubacéo
com sulfato de aménio, a qua retardou 0 aparecimento dos sSintomas e reverteu os
sntomas inicias em folhas apds a agplicacd. Em cigarinhas, cdulas bacterianas com
morfologia smilar as de X. fastidiosa, foram visudizadas aderidas pela parte laterd na
camara do cibaio (sulco longitudind, parede laterd e membrana do diafragma) de
Acrogonia citrina, e Oncometopia facialis, no cana do apodeme de Dilobopterus
costalimai e pela parte polar no precib&io de O. facialis. Finadmente, no estudo da
adesdo de X. fastidiosa a pelicula de poliestireno, os resultados revelaram as vérias fases
da formacdo do biofilme, aspectos da sua arquitetura, e indicaram que a técnica é uma
ferramenta adequada para 0 estudo da formacdo do biofilme e também da morfologia das
bactérias. Os resultados sfo discutidos em termos de modelos de adesdo e colonizagéo,

da bactéria e importancia para 0 conhecimento dos mecanismos de patogenicidade da

bactéria em plantas e transmissdo pelos vetores.



Xylella fastidiosa - ADHESION AND COLONIZATION IN XYLEM VESSELS OF
SWEET ORANGE, COFFEE, PLUM AND TABACCO, AND INSECT VECTORS
AND FORMATION OF BIOFILME ON POLYSTYRENE SURFACE

AUTHOR: EDUARDO ALVES
Adviser: Prof. Dr. SERGIO FLORENTINO PASCHOLATI

SUMMARY

X. fastidiosa is a xylemlimited bacterium that has been afecting a high number
of plants in Brazil and in the world. A lot of researches were aready accomplished on
this bacterium, but little is known regarding the adhesion, colonization and expresson of
the symptoms in plants. The objectives of this work were: @) through the use of dectron
microscopy and of light microscopy determine and to corrdate the number of xylem
colonized vesses of petiole of sweet orange, coffee and plum with chloross and lesf
scorching in leaves, b) sudy the adhesion, radid migration and colonization of the
vesds of the petiole xylem of sweet orange by the bacterium; ¢) sudy some
experimentd variables that affect the expresson of symptoms in tobacco; d) verify the
refention Stes of the bacterium in sharpshooters, d) study the adheson and biofilm
formation by X. fastidiosa on polystyrene surface. The results showed a reaionship
between the number of colonized vessdls in plum and coffee and the expresson of

necrotic  symptoms. However, that rdationship was not observed for
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sweet orange, which presented a number of colonized vessds smaller than the other two
goecies. In the sudy of the bacterium in the xylem vessds of sweet orange it was
possible to verify the severd phases of the colonization process of the xylem as well as
the ability of the bacterium to degrade the primary cdl wal of the pit and migrae to
adjacent vessdls. It was dso possble to verify responses of the plant to the bacterium
characterized by the production of crydds in the lumen of the xylem vessds and gum
accumulation and hyperplasa in the leaf cdls Regarding the tobacco varieties it was
verified tha the expresson of symptoms is more intense in the cultivar Havana then in
the cultivars TNN and RP1. It was as0 seen that symptoms expresson was not
influenced by the inoculum volume or the inoculaion place, but it was atered by
fetilization with ammonium sulfate, which ddayed the beginning of the symptoms and
reverted the symptoms in leaves after the gpplication. In sharpshooters, bacterid cels
exhibiting morphology smilar to X. fastidiosa were visudized atached to the latera sde
in the dbarium camera (longitudind, laterd wal and membrane of the digphragm) of
Acrogonia citrina, and Oncometopia facialis, in the gpodemd channel of Dilobopterus
costalimai, and in the polar pat in the pre-cibarium of O. facialis. Findly, in the sudy of
the adheson of X. fastidiosa on polystyrene surface, the results reveded the severd
phases of biofilm formation; aspects of its architecture, and it adso indicated tha the
technique is an appropriate tool to sudy of the formation of biofilms and dso of the
bacterid morphology. The results are discussed regarding adheson models, colonization,
and didribution of the bacterium in the plant and the importance of knowing the
pathogenicity mechaniams of X. fastidiosa and its transmission by the insect vectors.



1INTRODUCAO

X. fastidiosa é uma bactéria que ocorre limitada aos vasos do xilema de um
grande nimero de plantas cultivadas, &vores, ornamentais e outras plantas silvestres, em
varias pates do mundo. Em dgumas dessas plantas, a bacté&ia € condderada agente
causal de doenca, porém em outras ndo, devido a auséncia de sintomas €/ou danos nos
hospedeiros colonizados. Considerada uma bectéria fadtidiosa, essa requer meios
epeciais paa seu cultivo in vitro, sendo trangmitida por cigarinhas (Hemiptera
Cicaddllidee), que se dimentam da seiva bruta do xilema de plantas infectadas (Hopkins,
1989).

A primeira doenca associada a X. fastidiosa foi 0 mal de Pierce, em videra Essa
€ uma doenca conhecida desde 1892 na Cdiférnia, e foi estuda peo fitopatologista
Newton B. Pierce. Na época, devido & dificuldades de isolamento do agente etiologico e
a outras caracterigicas, como a transmissio por enxertia de garfagem, colonizacdo
sgémica e trangmissdo por vetor, doenca, bem como outras causadas por
bactéria foram atribuidas a causas virdticas. Entretanto, como nenhuma particula de virus
ou semehante a virus foi encontrada associada aos tecidos doentes, os postulados de
Koch ndo puderam ser completados (Rgu & Wels, 1986). Em 1973, dois grupos de
fitopatologistas, um na Horida e outro na Cdifornia, trabahando independentemente
(Goheen et d., 1973; Hopkins & Mollenhaver, 1973) conseguiram encontrar uma
bactéria no xilema de plantas de videra afetadas pela doenca, mas ndo em plantas sadias.
Esses autores chamaram-na de bactéria semedhante a riquetsa "rickettsaike’, devido a
semdhanca a nivd ultraestrutura dessa com as riquetsias que causam doencas em
animais. Durante o find da década de 70 e inicio de 80, a bactéria foi entéo assm

denominada



Apds esse periodo, 0 termo bactéria limitada a0 xilema (BLX) do inglés "xylem-
limited becterid’ passou a s utilizado para referir-se aps organismos  procariotos,
hebitantes do xilema, de dificil isolamento pelos procedimentos bacteriolgicos padrdes.
Hoje, este termo é usado para se referir a trés espécies de bactérias: X. fastidiosa (Wdls
et d., 1987), Pseudomonas syzygii (Roberts et al., 1990) e Clavibacter xyli (Daviset d.,
1984).

Em 1978, a X. fastidiosa foi isolada em meio de cultivo, e vaias portas 2
abriram para a pesquisa com esse microrganismo (Davis et d., 1978). Vaios trabahos
procurando estudar as caracteristicas dessa bactéria foram redizados e novos hospedeiros
foram encontrados. Em 1987 foi criado o género Xylella, para abrigar esses organismos
fastidiosos, habitantes do xilema, associados ou causadores de doencas em plantas, tendo
como estirpe tipicaum isolado de videira (Wells et d., 1987).

No Brasil, essa bactéria em sdo encontrada em vérias plantas, porém as culturas
de importéncia econdmica mais afetadas s50 ameixera, cafedro e citros. Destas, apenas
em citros temse uma estimativa dos prejuizos causados pela bactéria. No Estado de So
Paulo, onde a citricultura é congituida por mais de 60 milhdes de avores, o prguizo
pode chegar a mais de um milhdo de dblares, sendo que, aproximadamente 30% das
plantas apresentam a bactéria (Monteiro et ., 2001 b).

Apesar do grande nimero de estudos redlizado com a X. fastidiosa nestes Gltimos
anos, pouco ainda se conhece a respeito de sua adesdo, movimentagcdo vaso a vaso,
trandocacdo sSstémica e expressio dos sintomas em plantas, dém de seu comportamento
no insgto-vetor. Segundo Fry et d. (1994), muito ainda tem que ser entendido sobre a
adesio e 0 dedocamento sstémico de X. fastidiosa nos vasos do xilema Alguns
trabahos foram desenvolvidos, entretanto pouco revelaam sobre 0S  mecanismos
utilizados pela bactéria durante o seu dedocamento e a colonizagdo dos vasos. Tecnicas
de imunodeteccio araves de ELISA “Enzyme linked Immoabsorbent Assay” e o
isolamento da bactéria em meio de cultivo foram utilizadas nos trabahos anteriormente
citados com ficacia discutived, uma vez que 0s mesmos apresentam  aguns
inconvenientes. A técnica de ELISA, por exemplo, exige que a populagdo da bactéria
estga acima de 10° UFC (Unidades Formadoras de Coldnias)/g ou 10° UFC/cm de tecido



das nervuras para que ocorra a detecgdo. Por outro lado, a técnica de isolamento
gpresenta baixa confiabilidade, ja que o isolamento dgumas vezes pode fahar e levar a
resultados incorretos, ou sga, a bactéria pode ndo ser detectada em locais onde na
verdade esta presente (Fry & Milholland, 1990; Hill & Purcell, 1995).

Técnicas convencionais de microscopia derénica e de luz vém sendo
empregadas em estudos com Xyllela e outros patdgenos bacterianos, como microscopia
eerbnica de varedura e transmissio (Chagas e d., 1992), microandise de raio X
(Tyson et d., 1985), fluorescéncia (Imlau et d., 1999; Lewis & Errington, 1996) e
imunoflorescéncia (Brlansky et d., 1982). Esse conjunto de técnicas pode permitir um
monitoramento mais eficiente da trgjetdria da bactéria durante a evolugo da colonizagéo
da planta, permitindo a localizacdo do agregado bacteriano em cada fase da doenca.
Essas técnicas e metodologias podem facilitar também o estudo dos compostos
produzidos pelas bactérias “in situ”, como por exemplo, enzimas, exopolissacarideos, e
adesinas, dém de permitir o esudo de elementos quimicos utilizados pela bactéria para
colonizagdo dos tecidos. E também extremamente importante o desenvolvimento de
metodologia para o estudo da bactéria in vitro, bem como em hospedeiros experimentais,
na qua o fumo Nicotiana tabacum (Lopes et a., 2000) e o Catharanthus roseus
(Monteiro et d., 2001a) tém se mostrado como boas alternativas.

Dentro deste contexto, esse trabaho teve por objetivo avaiar dguns aspectos da
patogenicidade relacionados com a adesdo, o dedocamento e a colonizagdo de X
fastidiosa no interior dos vasos do xilema de citros, cafedro, ameixera e fumo e no
interior dos insstos vetores, bem como relacionar estes fatores a dntomatologia, a
eficiéncia de transmissio pelo vetor, a ressténcia das plantas a0 patdgeno e também
desenvolver uma metodologia para se edtudar a formacdo de biofilme in vitro pea
bactéria. No Estado de Sdo Paulo, 0 presente estudo estd enquadrado no programa
GENOMA FUNCIONAL da Xylela/[FAPESP uma vez que o projeto “Xylella fastidiosa
- role of exoenzymes and adhesins in pathogenicity” (FAPESP 98/16311-3) esta
implementado (Genoma Funciona, 2000).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 0O género Xylella

O género Xylella, criado por Wells et a. (1987), é composto por uma Unica
especie, X. fastidiosa. Essas sdo bactérias que gpresentam as seguintes caracteridticas:
forma de bastonete reto a ligeiramente curvo, com 35 mm de comprimento por 0,3 - 0,5
nm de didmetro, ndo méve (ariquio), coloracdo gram-negativa, edtritamente aerébio e
gue somente crecem em meos  especias, pois exigem  vaios aminoédcidos,
micronutrientes e meacronutrientes para garantir o desenvolvimento pleno (Chang &
Donddson, 2000; Holt, 1994; Wells et d., 1987). As colGnias em meios atificias, a 26-
28 °C e pH entre 6,5 - 6,9, podem ser lisas ou rugosas, qoaescentes e circulares. Estas
S30 capazes de hidrolisr geldina e utilizar hipurato, ndo fermentam glicose, gpresentam
reac80 negativa para os testes de indol, BS, b-gdactosdase, lipase, amilase, coagulase e
fofatase. A maioria das edtirpes produz b-lactamase (Holt, 1994). S&o habitantes dos
vasos do xilema de véias espécies de plantas, como videira, pessegueiro, amendoeira,
ameixeira japonesa, carvaho, amorera, citros, cafedro entre outras (Hartung e 4d.,
1994). Wels e d. (1987), a0 criarem 0 género Xylella, relacionaro-no ao género
Xanthomonas. Eda relacdo vem sendo confirmada por varios outros resultados de
trabahos, dentre estes o de Mehta & Rosato (2000), que utilizaram as sequéncias do gene
16S de rDNA e a regido espacadora 16S-23S para inferir as relagdes filogenéticas entre
linhagens de X. fastidiosa e espécies relacionadas. Dow & Daniels (2000) e Smpson et
d. (2000) também encontraram dta smilaridade entre muitos genes de X. fastidiosa e

Xanthomonas campestris. Embora todos os microrganismos gram-negatives limitados ao



xilema sgam incluidos na egpécie X. fagtidiosa, ha bastante varigbilidade dentro da
epécie (Chen e d., 1992; Purcdl & Hopkins, 1996), o que justifica uma separacdo
taxondmica ao nivel de subespécies ou patovar (Machado, 1997), porém até 0 momento,
nenhum estudo neste sentido foi redizado. Além dessas caracteridicas, X. fastidiosa
gpresenta ainda dois plasmidios, um com 51.158 pb. e outro com 1.285 pb. (Chen &
Chang, 1992; Simpson et d., 2000)

2.2 Doencas causadas por X. fastidiosa

A bactéria X. fastidiosa possui uma ampla gama de hospederos, que inclui
epécies de pdo menos 28 familias de plantas mono e dicotiledéneas (Freitag, 1951;
Hopkins, 1989; Purcel & Hopkins, 1996; Rau & Wedls, 1986; Wels et d., 1987).
Freitag (1951) conseguiu a transmissio de X. fastidiosa, causadora do ma de Pierce em
videira, para 75 das 100 espécies hospedeiras testadas. Mais de 22 espécies de gramineas
sd0 relatadas como hospedeiras dessa edtirpe da bactéria (Hopkins, 1989). A egtirpe que
causa a "phony" do pessegueiro também tem extensa gama de hospedeiros, dentro do
género Prunus e dgumas invasoras perenes, como O capim-macambara (Sorghum
halapense) (Rgu & Wadls, 1986). Porém, tem Sdo verificada a presenca de sintomas
gpenas em agumas espécies do género Prunus. Lete et d. (1997), utilizando a técnica
ELISA, conseguiram encontrar a estirpe causadora da escaldadura da ameixeira em 19
epécies de plantas daninhas, entre edtas assa-peixe (Vernonia sp), serralha (Sonchus
oleraceus) e cgpim marmeada (Brachiaria plantaginea). O género Citrus € também
bastante afetado por bactéria, ja que laranjas-doces, tangerinas, tangores, tangelos e
lima &cida, podem apresentar sintomas (Laranjeira et a., 1996). Porém, apesar da anpla
gama de hospedeiros, em grande parte desses, os sintomas de doenca ndo se manifestam.
No entanto, mesmo com a auséncia de sntomas, essas plantas podem se condituir em
hospedeiros dternativos e funcionar como fonte de indculo para as plantas de
importancia econdmica (Hopkins, 1989).

As principais doengas ja descritas como sendo causadas por X. fastidiosa e que
vém causando perdas sdo encontradas entre as ornamentais, frutiferas e em agumas

outras plantas de importancia econdmica. Entre estas esté0 videira, carvaho, amendoeira,



ameixeira jgponesa, pesseguero, pereira, citros, cafeeiro, amoreira, olmo, scamore,
pecan e espirradeira. A primeira a ser decrita e, talvez, uma das mais pesquisadas até
hoje € 0 mal de Pierce da videira (Goheen et d., 1973; Hopkins & Mollenhaver, 1973).
Sho também causadas pela mesma edtirpe da bactéria, as doengas nanismo da dfafa
(Goheen et d., 1973) e escaldadura da amendoeira (Prunus amygdalus) (Mircetich et d.,
1976). A "phony" do pessegueiro (Prunus persica) € outra importante doenca causada
por essa bactéria. Trabahos mostram que a edtirpe responsavel por esta doenga é a
mesma responsavel pela escaldadura da ameixeira japonesa (Prunus salicina) (Wedls et
a., 1981), doenca que causa s&ios danos a cultura no Sul do Brasl, Argentina e
Paraguai. Entretanto, curiosamente apesar da edirpe da bactéria causadora da
ecaldadura da ameixeira ser a mesma da “phony” do pessegueiro, a€ o momento a
segunda doencga ainda n&o foi confirmada no Brasil. Nos Estados Unidos, a X. fastidiosa
€ responsavel por importantes doengas em arvores ornamentais como a queima das folhas
do carvalho Quercus rubra), escaldadura da folha do olmo Ulmus americana), queima
das folhas em pecan (Carya illinoinensis) (Sanderlin, 1998) e em sicamore (Plantanus
occidentalis) (Hearon et d., 1980).

A quema das folhas da pereira (Pyrus pyrifolia) foi inicadmente rdaada em
Tawan em 1990. Plantas afetadas podem agpresentar morte de ponteiros, de ramos e
brotagBes. Arvores afetadas podem apresentar ainda amardecimento gerd que pode
evoluir paraseca. A morte da planta pode ocorrer dentro de 3 a6 anos (Leu & Su, 1993).

A clorose variegada dos citros (CVC) é outra importante doenca causada por X.
fastidiosa, tendo sido relatada pela primeira \ez nos Estados de Séo Paulo e Minas Gerais
em 1987, afetando vérias espécies do género Citrus (Lee et a., 1991; Rosseti et d.,
1990). Chages et d. (1992) condataram através da microscopia detronica de transmissao
(MET) que a edirpe do citros € morfoldgica e estruturadmente semelhante a etirpe da
videra Edirpe semehante dessa bactéria também foi encontrada afetando cafegiros
(Coffea arabica) em S0 Paulo e Minas Gerais (Beretta et d., 1996; Paradela Filho et d.,
1997). Uma das Ultimas plantas em que a bactéria foi relatada causando doenca é a
espirradeira (Nerium oleander) na Cdiférnia (Purcell, 1999).



2.3 Sintomatologia das doencas causadas por X. fastidiosa

Plantas colonizadas por X. fastidiosa podem apresentar sintomas variados, sendo
gue dgumas podem até se mostrar assintométicas, apesar de gpresentarem todos 0s vasos
colonizados, enquanto outras plantas apresentam quadro  sintomatoldgico grave com
poucos vVasos comprometidos com a presenca da bactéria (Purcell & Hopkins, 1996).

Os gntomas externos do mad de Pierce, bem como em plantas da familia
Rosaceae, sGo necrose margind das folhas, queda de folhas, seca dos ponteiros, murcha e
reducdo do crescimento, maturacdo irregular e secamento de frutos, araso de
crescimento na primavera e perda de vigor, levando a morte da planta Em amendoeira,
0s sntomas s semehantes, porém, em afafa ndo sdo observadas necroses, mas Sm
declinio e enfezamento das plantas (Rgu & Wells, 1986). Em amendoeiras, pode ocorrer
ainda manchas nos bordos das folhas que evoluem para necrose, as quais em conjunto
podem ocupar 2/3 da folha. O amardlecimento de um ramo inteiro pode evoluir para toda
a planta dentro de quatro a cinco anos. Algumas plantas podem apresentar
superbrotamento, e as mas susceptivels podem morrer (Nome et a., 1992). Em
ameixdra, os dntomas de escadadura sfo verificados inicidmente nas folhas mais
velhas e podem evoluir paratoda a planta (Leite et d., 1997).

Em &vores ornamentais, como cavadho e olmo, sdo observadas necroses
marginas com haos cloréticos que evoluem para o interior das folhas. Em sicamore, so
observadas descoloragbes internevals, seguidas por necrose, e avermehamento das
folhas, as quais mostram pontos necréticos irregulares com clorose (Sherdd & Kotska,
1992). Nestas trés espécies, a doenca pode evoluir para o declinio das arvores.

Os dntomas da doenca "phony” em pessegueiro inclui reducdo do tamanho dos
frutos, com consequiente queda na producdo. Além disso, as plantas tornam se enfezadas,
com reducéo das brotactes (Ervert & Smittle, 1989).

Em citros, os sntomas da CVC incluem clorose intenervd, semdhante a
deficiéncia de zinco, redugdo do tamanho da folha, frutos duros e com menor tamanho.
Em folhas maduras sdo observados pequenos pontos marrons na face inferior, na regiéo
correspondente a area clorética na face superior. Essa &ea clorGtica pode se tornar

marrom escura ou necrética com a evolucéo da doenca (Rossetti & De Negri, 1990).



Em cafediros, a doenca € conhecida como requeima ou escadadura. Os sntomas
observados sfo ramos com tufos de folhas nas pontas. Essas folhas sBo0 pequenas, &
vezes deformadas, podendo ou ndo gpresentar deficiéncias minerais, principadmente de
zinco. Algumeas folhas apresentam queima nos bordos. Com a evolucéo dos sintomas, as
folhas caem e os ramos ficam completamente secos, com aspecto de varetas. Contudo, o
dntoma mas caracteristico € a presenca de internodios curtos (Paradela Filho et d.,
1997).

2.4 Como X. fastidiosa causa doenca

H& uma consderave divergéncia e até mesmo fdta de conhecimento sobre os
provaveis mecanismos de patogenicidade de X. fastidiosa. O projeto Genoma Funciona
da X. fastidiosa/FAPESP vem edimulando pesquisas nessa linha desde 1999 (Genoma
Funcional, 2000). Com o finad do seqlenciamento do genoma total da X. fastidiosa, faz
S necessiria a investigagdo das causas da patogenicidade desta bactéria  Segundo
Hopkins (1995) existem trés diferentes hipoteses sobre 0os mecanismos de patogénese de
X. fastidiosa, as quais incdui disfungbes do Sstema condutor de &gua, producdo de
fitotoxinas e dteragbes na concentracdo de reguladores de crescimento. O quadro
sintomatol6gico observado em plantas atacadas da evidéncias de que a primera hipotese
parece ser a mais provavel. Embora outros mecanismos gimarios de patogénese possam
estar envolvidos em parte da sindrome da doenca, o principal mecanismo de patogénese €
a fdta de trandocacéo de &gua e nutrientes devido a dguns fatores, como: a ocluso de
vasos do xilema pelos agregados da bactéria, reacOes de resisténcia como deposicéo de
goma, pecting, formacdo de tiloses peo hospedero (Fry & Milholland, 1990;
Mollenhauer & Hopkins, 1976), pea formacéo de cridtais de cdcio em vasos (Tyson,
1985), que resultam em estresse hidrico e possivelmente pela destruicdo das membranas
da pontuacdo causando cavitagdo nos vasos com embolia (Schultz & Matthews, 1988). A
agregacdo da bactéria parece estar ligada a liberaco de substncias extracelulares. Estas
substéncias  assemehamse  quimicamente  aos  polissacarideos que  condituem 0
glicocaix, o qua é responsavel pela adesfo de outras bactérias & superficies ou a céulas



vizinhas (Costerton & Irvin, 1981). Por outro lado, a X. fastidiosa deve ter um
mecanismo especid para concentrar e absorver nutrientes do ambiente. A presenca de
agregados de bactérias (Tyson et d., 1985) pode funcionar como uma rede atraindo ions
de nutrientes para a colénia, 0 que resulta em otimizacdo da dividade de enzimas
digestivas relacionadas & acdo da bactéria contra o tecido hospedeiro, levando a
ocorréncia das deficiéncias nutricionais observadas em plantas afetadas, mesmo tendo
poucos vasos obstruidos. Essa hipotese foi considerada possivel por Leite et a. (2002).

Goodwin et d. (1988) e Machado et d. (1994) observaram em videra e citros,
respectivamente, infectados com X. fastidiosa, que dém da queda da taxa de fotossintese,
a presenca da bactéria também estd associada a outras ateragdes fisoldgicas, tais como a
reducdo na transpiracdo, altas concentracdes de &cido abscisico, frutose, glicose, C&* e
Mg?* e baixas concentragbes de Zn** e K?*. Além disso, a clorose, os dtos niveis de
prolina e &cido dbscisco e o aumento na resigténcia estomatica verificados estdo
associados asenescénciafoliar.

Os sntomas de clorose, seguidos de escadadura margina das folhas, observados
em amendoeira (Mircetich et d., 1976), ameixeira jgponesa (French & Kitgima, 1978),
entre outras plantas, sugere o envolvimento de toxinas. No entanto, com base na relacéo
da populagdo bacteriana e sintomas da doenga e na auséncia do isolamento de uma
substncia da bactéria com efeito toxico sobre a planta, Purcel & Hopkins (1996)
consideraram hipdtese pouco provavel. Porém, agora com a findizagdo do
sequenciamento do genoma de X. fastidiosa, foi pssive verificar similaridades de genes
da bactéria com genes para producdo de toxinas em outras bactérias (Smpson et d.,
2000)

Na doenca de "phony" do pessegueiro, causada por X. fastidiosa, os sntomas so
possvelmente causados pelo conjunto de dois fatores que envolvem estresse hidrico e
desequilibrio hormonal (Hopkins, 1995; Purcell e Hopkins, 1996). Em videra, reversdo
parcid dos sintomas foi obtida com aplicagbes de &cido giberdlico que estimularam o
crescimento de quase todas as gemas terminais, embora a populacdo bacteriana na planta
ndo fosse afetada (French et al., 1978).
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2.5 O processo de adesdo e colonizagdo por X. fastidiosa

2.5.1 Termosreacionados a adeso e colonizacdo de bactérias

O termo adesdo, sob o ponto de vista fisico, define a cgpacidade de uma particula
ou molécula manifestar a aracdo por outros corpos. Em fitopatologia, andogamente,
estamos faando da atracéo de propagulos pela superficie da plantaavo ou tecido do
hospedeiro (Leite et a., 2001). No caso de X. fastidiosa, a atraco é pelas paredes do
vaso do xilema Outro termo importante, no caso de bactérias, € a agregacdo celular que
s refere a cgpacidade de cdlulas bacterianas de uma mesma espécie formarem massas
cdulares que possam proporcionar vantagens na luta pela sobrevivéncia Segundo
Watnick & Kolter (2000) esse processo ocorre em cinco etapas, a saber: aproximacdo das
cdulas, ligacdo (adesdo), formacdo de microcolbnias, formacdo do biofilme (descrito
como uma comunidade bacteriana que vive aderida uma & outras e a uma superficie
(Costerton & Irvin, 1981)) e desagregacdo das céulas para colonizagdo de outros sitios.
Em todo este processo, também utilizado por X. fastidiosa estardo envolvidos eementos
quimicos e as adesinas (macromoléculas de superficie responsiveis pela adesdo célula a
cdula e a supeficie), que podem ser de natureza fimbrilar e ndo fimbrilar. As adesinas de
natureza fibrilar sGo chamadas fimbrias, que <fo definidas como filamentos
extracdlulares produzidos por uma ampla variedade de bactérias gram-negativas, sendo
condituidas de subunidades protéicas e que dém da adesfio etd envolvidas na
transmissio de snas (Klemm et d. 1998). As de natureza ndo fimbrilar sSo denominadas
gomas (polissacarideos extracelulares produzidos pelas bactérias e que sfo importantes
para a arquitetura do biofilme (Watnick & Kaolter, 2000)) e outros polissacarideos das
paredes das bactérias. O modo de atuacéo de cada um destes fatores, que podem estar
envolvidos na adesio e colonizagdo de X. fastidiosa nos vasos do xilema serd
gpresentado a seguir, sendo que no find um modelo proposto por Leite et a. (2002) para

0 processo de adesdo e colonizacdo de X. fastidiosa sera comentado.
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2.5.2 Envolvimento de elementos quimicos na adesdo e colonizacdo das bactérias

2.5.2.1 Influéncia do zinco na clor ose variegada do citros

Uma das caracteristicas da CVC € a deficiéncia de zinco nas folhas (Chagas et d.
1992). Wutscher et d. (1977), trabalhando com uma outra doenga em citros associada a
X. fagtidiosa denominada “citrus blight” ou declinio (Beretta et a., 1988; Hopkins et a.,
1991), que também manifeta sntomas de deficiéncia de zinco, observou o acimulo
desse demento nos vasos do tronco colonizedos pela bactéria ESta caracterigtica é
comum agpenas a doengas vasculares associadas a X. fastidiosa em citros (Brlansky et d.,
1985). Na época da conducdo do trabaho, a andise de zinco nos tecidos era feita com
base na presenca do demento nas cinzas. Hoje, através da microandise de raios-X com
microscopia de varredura, é possivel andisar 0 demento in situ e até mesmo locdizar por
mapeamento o eemento desgado. O que permite, portanto, determinar a importancia do
zinco na colonizacdo dos vasos pela bactéria

2.5.2.2 Importancia do célcio na adesdo

Alguns trabalhos tém mostrado a importancia do cdcio no processo de adeséo de
zoosporos de Phytophthora cinnamomi a superficies vegetais. A explicagdo proposta
admite que as glicoproteinas presentes nos zoGsporos tornamrse adesivas quando
interagem com cdcio (Gubler et a., 1989). Tyson et d. (1985) verificaram a presenca de
crigtais de cécio asociados a uma rede fibrilar no lumen de dementos dos vasos do
xilema da nervura de folhas de videra Os autores observaram ainda que esses cridals
edtavam sempre presentes em vasos colonizados pelas bactérias. Ao mesmo tempo, estas
formagBes nunca foram observadas em vasos de plantas sadias. Com base nesses dados,
foi sugerido que a referida rede fimbrilar estava envolvida na adesdo de uma bactéria a
outra e€/ou da bactéria a parede dos vasos do xilema. Alves e d. (2000) encontraram a
presenca de cristais de cdcio na superficie de colénias de X. fastidiosa, estirpe causadora
da CVC, cultivadas em meio PW sdlido.



2.5.2.3 Envolvimento do enxofr e na adesio

O enxofre faz pate de um grande nimero de proteinas transmembranas de
bactérias. Estas proteinas podem apresentar radicais tiol (SH) que etéo envolvidos na
capacidade adesiva de um grande nimero de bactérias patdgenos de seres humanos (Brot
& Weisshach, 2000). O estudo do genoma de X. fastidiosa revelou a presenca de genes
com smilaridade a proteinas envolvidas na adesdo (Smpson et a., 2000). Dentre estas
proteinas foi encontrada a metionina sulfoxido redutase (MsrA), uma enzima que auxilia
na manutencéo da adesividade de um grande nimero de patdgenos (Brot & Weissbach,
2000).

2.5.3 Papel de exopolissacarideos e estruturas extracelulares na adesdo

A ligacdo a outras céulas ou a0 subgrato (hospedeiro) é particularmente critica
na vida de muitos microrganismos. A evolugdo vem provendo microrganismos com
varios tipos de proteinas de supeficie, que permitem a ligacd €ou adesdo. A funcdo
adesva tem ddo aribuida a diferentes moléculas em diferentes estégios de
desenvolvimento de varios organismos, tais como: @ formacdo de orgéos e diferenciagdo
durante a embriogénese; b) comunicacdo cdlula a cdula; ¢) adesio de microrganismos a
matrix extracdlular (glicocalix) (Cogterton & Irvin, 1981). Em termos de composicéo e
organizacdo, a maior parte das adesinas conhecidas tem congtituicdo glicoproteica (Kwon
& Epstein, 1993; Kwon & Epstein, 1997). O sstema de adeso animal, o mais estudado,
envolve moléculas separadas em quatro diferentes familias 1) caderinas, dependente de
cacio para a adesdo e encontrada em desmosomas e jungdes aderentes; 2) moléculas de
adesio semelhantes a imunoglobulinas, incluindo a adesfo das cdulas dos neurbnios, 3)
sdlectinas, também dependentes de cacio para a adesfo e importantes no mecanismo de
defesa anima; 4) integrinas, as quals podem exidir em estado atlivo e ndo dativo,
participando da adesio de cdula a cdula e de grande importancia nas ligagbes e
interagOes, especidmente na ligacdo da cdlula a componentes da matrix extracelular.

Em microrganismos fitopatogénicos, recentemente, uma adesina de 200 KDa
produzida pelo agente causd da antracnose em milho, Colletotrichum graminicola, fol

isolada e caracterizada como sendo uma glicoproteina (Sugui et d., 1998).
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Glicoproteinas foram também coletadas da matriz extracelular de aitros patégenos, como
Discula umbriella, Nectria haematococca, Puccinia sorghi e Magnaporthe grisea,
confirmando que as moléculas de adesdo em patdgenos de plantas podem ser smilares as
de animais, descritas acima. Em bactérias, proteinas extracdulares relacionadas a adesdo
foram encontradas em Azospirillium brasilense, uma bectéria envolvida na fixagéo
biolégica de nitrogénio (Dufréne et d., 1996). Veificando a seqiiéncia de genes no
genoma de X. fastidiosa, Smpson et a. (2000) encontraram genes com algum grau de
homologia &ueles de adesnas encontrados em outros microrganismos. Evidéncias da
presenca de adesinas em X. fastidiosa também j& foram encontradas por Tyson et d.
(1985).

2.5.4 Um modelo para adesdo de X. fastidiosa

Com base nos dados disponivels na literatura e experimentos redizados, Lete et
a. (2002) desenvolveram um modelo para a adesio de X. fastidiosa. O modelo parte do
principio de que a adesdo de X. fastidiosa possa estar sendo mediada por radicais tiois
(SH), discutidos acima e presentes em proteinas transmembranas de superficie (fimbrias)
e em pontos da supeficie cdular. Além destes, cargas hidrofébicas de superficie
mediariam a ades®o inicid da bactéria Apds eda adesfo inicid, a bactéria iniciaria a
producdo de goma fastidiana, a qua estaria envolvida na arquitetura do biofilme formado
pela bactéria no interior dos vasos do xilema O biofilme poderia ganhar consigténcia
através da ligacdo de ions de cdcio, tornando o agregado rigido e ocluindo os vasos. O
modelo também consdera que as bactérias poderiam produzir substancias que
permitiriam a desagregacdo de cdulas para a colonizagdo de outros Sitios N0 MesmMo vaso
ou em vasos adjacentes e que o agregado formado no lUmen do xilema poderia funcionar
como um filtro, seqlestrando nutrientes que estivessem sendo trandocados pelo xilema,
0 que explicaria os sintomas de deficiéncia de zinco verificados nas folhas de citros. Este
modelo estaria de acordo com as etapas descritas por Watnick & Kolter (2000), para o
processo de agregacdo de bactérias.
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2.5.5 A movimentagao sistémica e vaso a vaso por X. fastidiosa

Sendo X. fastidiosa uma bactéria limitada a0 xilema, a trandocacdo peo Sstema
vascular da planta hospedeira € um fator essencia para sua sobrevivéncia, e pode estar
relacionado com a sua viruléncia (Hopkins, 1996). O mecanismo peo qua X. fastidiosa
s movimenta dentro dos vasos do xilema ndo € bem entendido. A veocidade de
trandocacdo parece ser influenciada pela estirpe da bactéria e pela ressténcia e idade ca
planta. Fry & Milholland (1990), estudando a trandocagdo da bactéia em peciolos e
caules de videira, verificaram que a egtirpe virulenta colonizou o 17° internédio acima do
loca de inoculagdo em apenas oito semanas. Ja a edtirpe avirulenta gpos cinco  semanas
permaneceu estacionada no 10° internddio. Hill & Purcel (1995) veificaram que era
necess&ria uma populagdo aproximada de 10° UFC/g de tecido ou superior para que a
trandocacéo ocorresse e que em plantas mas velhas a bactéia se movimentava mais
rgpidamente que em planta mais novas. Egstes autores aribuiram eda diferenca a
dteragbes na trangpiracd0 das plantas com a idade, mas € também provavd que
diferencas anatdbmicas e na condituicdo do xilema possam influenciar na movimentacéo
(Leperen et d., 2000).

O uso de gene repdrter pode gudar na deteccéo e locaizacdo da bactéria viva
dentro dos vasos facilitando 0 estudo de sua movimentagdo na planta (Errampdli e d.,
1999; Sheen et d., 1995), Esta € uma edratégia que estd sendo explorada dentro do
projeto Genoma Funciond da X. fastidiosa/FAPESP (Genoma Funciond, 2000).
Entretanto, at€ o momento 0 que se sabe a respeito da movimentagdo foi obtido através
de informacles geradas por varias detromicrografias do sstema vascular de agumas
plantas colonizadas que mostram que 0 movimento da bactéria de cdula a cdula do
xilema é retido pela parede primaria das pontuagdes, que permite a comunicacdo entre
um vaso do xilema a outro, a qua é condituida de celulose, hemicdulose, pectina e
proteinas. (Brlansky et a., 1982). Hopkins (1989) propds que a bactéria poderia dissolver
essa membrana da pontuagdo utilizando agumas enzimas. A producdo de agumas
proteases ja foi verificada por Fry et a. (1994). Smpson et a. (2000) identificaram genes
precursores de poligaracturonases e um de celulase no genoma da X. fastidiosa de citros e

sugeriram que estes genes poderiam estar envolvidos na migragdo inter-vasos através da
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membrana da pontuacdo. Este gene de cedulase junto com mais dois outras, encontrados
posteriormente, foram expressos em E. coli (Wulff, 2002), porém aé€ o momento
nenhuma confirmagdo do processo de migragéo € conhecida

Quanto a digtribuicdo da bactéria na planta, Lima et a. (1996) verificaram que em
cafedro, a bactéria encontrava-se didtribuida por toda a planta confirmando a sua
trandocacéo descendente. Leite e d. (1997) observaram que em plantas de ameixeira
dtas concentragbes ocorrem na parte afrea. Almeida et d. (2001) e He et d. (2000)
também verificaram que a bactéria apresentava trandocacdo ascendente e descendente,

sendo encontrada nas raizes das plantas de citros inoculadas na parte aérea.

2.6 Vetores

X. fastidiosa € trangmitida naurdmente para as plantas por cigarinhas
(Hemiptera: Cicadellideg), que s dimentam da sdva bruta do xilema de plantas
infectadas (Hopkins, 1989). A ordem Hemiptera representa um vasto grupo de insetos,
com um grande nimero de edratégias de dimentacdo e habilidade para transmitir
fitopatogenos (virus, bactérias, fitoplasmas e espiroplasmas). Esses organismos
goresentam a capacidade de discriminar varios compostos quimicos dentro das plantas
hospedeiras. Essas caracteridticas definem os diversos hébitos dimentares desses insetos,
ou sga, aguns s= dimentam de compostos presentes no floema, outros no xilema e
outros dos compostos presentes no mesdfilo foliar (Backus & MclLean, 1983). As
cigarinhas transmissoras de X. fastidiosa dimentam-se principdmente da seiva dos
vasos do xilema de onde retiram aminoécidos e minerais. A populacéo de cigarrinhas em
pessegueiro foi correlacionada com a composicdo de aminoécidos no xilema, a qua foi
definida pelo porta-enxerto (Gould et d., 1991). Desta forma, os aminoacidos presentes
no fluido do xilema parecem ter grande influéncia na populagéo de cigarrinhas na planta.

Em plantas como pessegueiro e videra, a X. fastidiosa € trangmitida
principadmente pelas cigarrinhas da subfamilia Cicaddlinae, que se dimentam nos vasos
do xilema das plantas, entre as quais se destacam Draeculacephala Minerva (Bdl),
Corneocephala fulgida (Nott.), Graphocephala atropunctata (Signoret), Homalodisca
coagulata (Say) e Oncometopia nigricans (Waker) (Rgu & Waels, 1986) sendo G.
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atropunctata a principa transmissora em videra (Purcel & Hopkins, 1996). Em citros,
as cigarinhas Bucephalogonia xanthophis (Berg), Dilobopterus costalimai (Young),
Acrogonia terminalis (re-identificada auamente como uma nova espécie Acrogonia
citrina (Marucci et a., 2002)) Oncometopia sp., Plesommata corniculata (Young),
Homalodisca ignorata (Mdichar) e Acrogonia virescens (Metcalf) sGo descritas como
transmissoras da bactéria (Krigner et a., 2000; Roberto et al., 1996; Yamamoto et a.,
2002), sendo a primera a mais eficiente, segundo Krigner et a. (2000). Recentemente,
outras cigarrinhas foram comprovadas como sendo transmissoras em citros, completando
um total de 11 espécies vetoras, sendo pertencentes a duas tribos dentro da
subfamilia Cicaddlinae, ou sga, Cicaddlini com sete espécies e Proconiini com quatro
espécies. Os vetores mais freglientes em pomares s Oncometopia facialis (Signoret),
D. costalimai e Acrogonia sp. (=A. citrina), e em viveiros B. xanthophis (Fundecitrus,
2000; Roberto et d., 2000). Assm como a freqiéncia, o habito dimentar também varia
entre as espécies. Segundo Paiva et a. (1996), Acrogonia . dimenta-se gerdmente
sobre as folhas novas, D. costalimai prefere ramos jovens, enquanto que Oncometopia
Sp. prefere ramos maduros de citros.

Uma grande diferenca na eficiéncia de transmissdo de X. fastidiosa é observada
entre as cigarinhas de citros (patosssema da CVC) e as cigarinhas de videra
(patossistema da doenca de Pierce - PD). Os vetores de X. fastidiosa em videra
goreentam  aé 90% de ficiéncia, enquanto que em citros, a eficiéhda maxima
verificada foi de 12%, sendo que a maioria das cigarrinhas gpresentou vaores préximos
de 1% (Krugner et d., 2000; Lopes, 1999; Y amamoto et d., 2002).

Em citros, ameixeira e cafegiro, ndo existem informagdes publicadas a respeito do
comportamento de X. fastidiosa no interior das cigarrinhas vetoras e dos mecanismos de
transmissio envolvidos. A maor parte do conhecimento sobre a interagéo entre esta
bactéria e seus vetores foi adquirida em estudos redizados com a edtirpe de X. fastidiosa
gue causa 0 ma de Pierce em videra Os trabahos foram iniciados com Purcel et d.
(1979) usando microscopia eetronica de varredura (MEV), os quais encontraram
agregados de bactéria sobre o forro cuticular de vérias porgdes do tubo digestivo anterior

(estomodéu) da cigarrinha vetora G. atropunctata, incluindo o cibaio (ou camara de
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sucgdo), o pré-cibaio e a abertura do esdfago. Purcel & Finlay (1979) verificaram que
0S insetos imaturos perdem a capacidade de trangmitir a bactéria apos a ecdise, o que foi
aribuido a troca da cuticula interna do estomodéu que ocorre durante este processo.
Interpretourse este fao como um indicativo de que o inéculo transmissivd de X.
fastidiosa redringe-se, portanto, a parte anterior do tubo digestivo do vetor. Além disso,
uma caacterigica importante disingue a transmissdo de X. fastidiosa de outros
procariotos fitopatogénicos, ou sga, o faio de que os adultos das cigarrinhas podem
trangmitir X. fastidiosa logo apds a aquisicdo, sem a ocorréncia de um periodo latente.
Uma vez infectivos, adultos sf0 capazes de trangmitir a bacté&ia eficientemente
pelo resto de suas vidas, que podem durar varios meses. Estas observagtes sobre periodo
latente, retencdo de infectividade e digtribuicdo da bactéria no vetor permitiram concluir
gue a transmissdo de X. fastidiosa € do tipo propagativa, mas néo circulativa (Purcel &
Finlay, 1979).

Brlansky et a. (1983) observaram através de MEV a presenca de bactérias no
cana do pré-cibaio na regido anterior e pogerior a vdvula do pré-cibario e através da
MET que as céulas bacterianas presentes no canal do pré-cib&io de O. nigricans
edavam envolvidas por uma matriz extracdlular com detrodensdade e aparéncia amilar
a matriz extracdular que envolve X. fastidiosa em vasos do xilema da planta. O pré-
cibario é um cand edtreito que vai do ponto onde os edtiletes se separam até a parte
anterior do cib&rio. Este, como também o cibario, € formado pea juncdo da epi e
hipofaringes. Assm, para chegar ao cib&io e esdfago, o fluido ingerido deve atravessar o
pré-cibario (Backus & McLean, 1982). Brlansky et a. (1982, 1983) e Timmer e 4.
(1983) observaram ainda aravés de MEV a adesdo de células de X. fastidiosa acamara
do cibaio e diafragma (membrana dorsal do cibério) de O. nigricans e H. coagulata.
Esta adesfo parece ocorrer atraves de ligaghes polares das mesmas & paredes internas do
cibaio do vetor (Brlansky e d., 1983). Quanto a importancia para a €ficiéncia da
transmissdo, 0s autores concluiram que as bactérias presentes no canal do pré-cibario na
regido anterior e poderior a vavula sfo extremamente importantes na transmissio.
Nestes estudos para 0 reconhecimento do loca onde as bactérias estavam presentes foi

necessario antes estudar a morfologia de cada 6rgéo do inseto vetor.
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Hill & Purcdl (1995), edtudando a interacdo de G. atropunctata com X.
fastidiosa, verificaam que as agregagdes da bactéria neste inseto vetor eram smilares &
observadas em outros dois vetores, O. nigricans e H. coagulata (Brlansky et a., 1983),
mesmo tratando-se de espécies vetoras com diferentes tamanhos, distribuicdo geografica
e plantas hospedeiras. Algumas vezes, observaramse densas agregagbes de células da
bactéria no pré-cibario, cibério, e na entrada do esdfago. Assm, um grande nimero de
bactéria pode acumular-se em varias partes do estomodéu do vetor durante sua vida
Considerando-se a hipdtese de que X. fastidiosa sga inoculada para a planta a partir do
pré-cib&io (Brlanksy, 1983; Hill & Purcdl, 1995), é possivd postular que a sua
agregecé0 nessa regido especifica do estomodéu estgja  diretamente  envolvida na
transmissdo pelo vetor. Se assm for, um inseto vetor que acumular um maior nimero de
céulas bacterianas no pré-cib&io poderd transmitir com maior eficiéncia do que outro

com um menor nimero de bactérias nessa regido.

2.7 Diagndstico de X. fastidiosa

A diagnose das doencas causadas por X. fastidiosa, através do quadro
sintomatolégico, Nndo é segura, pois todos os sintomas sfo inespecificos. Entretanto, para
0 mango da doenca em pomares afetados e no desenvolvimento de pesquisas cientificas
€ fundamentd um diagndgtico correto e smples (Lima et d., 1997). Para a CVC dos
citros, estes autores desenvolveram um método diagndstico utilizando suco do xilema,
retirado com o auxilio de uma seringa, e observado em microscdpio 6tico em [amina, em
aumento de 400 X, verificando a presenca de bactérias em forma de bastonetes. No
entanto, este teste superestimou em 10% o0 nimero de plantas afetadas quando
comparado com o teste ELISA. Na prética os procedimentos mais utilizados para a
diagnose dessa bactéria em plantas incluem: a) os testes sorologicos - ELISA o qud foi
utilizado por Lima et a. (1996) em cafeairo e em véias plantas por Leite et d. (1997), o
DIBA que foi usado por Beretta et a. (1991) e Machado et d. (1997) em citros e
Paraddla Filho et d. (1997) em cafedro, a imunoflorescéncia que foi utilizada por French
et d. (1978) em pessegueiro e Brlansky et d. (1982) em varias plantas, a qua detecta
uma populagdo de aproximadamente 10.000 bactéria mL™; b) os baseados no DNA,
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quais sgam PCR utilizado por Minsavage et d. (1994) em véias plantas, Goodwin &
Zhang, (1997) em olmo e Laranjeira et d. (1998) em citros, RAPD empregado por Chen
et a. (1995) de X. fastidiosa em carvaho e Ferreira et d. (2000) em véias plantas,
RFLP usado por Chen e d. (1992); ¢) a andise de plasmidios, com sensbilidade de
100 bactériamL ™, usada por Machado (1997).

A técnica ELISA foi também utilizada para se verificar a presenca da bactéria em
cigarrinhas (Roberto et d., 1996), sendo hoje, este méodo junto com um protocolo de

PCR desenvolvido por Cigpina & Lemos (2001) utilizado rotineiramente para deteccéo
de X. fastidiosa em cigarrinhas.

2.8 Consideracoes finais

As pesquisass com X. fastidiosa exibiram grandes avancos nos Ultimos anos,
principdmente no Brasil, mais especificamente no Estado de S&o Paulo, com o término
do sequenciamento do genoma dessa bactéria (Smpson et d., 2000). Em poucos anos,
novos conhecimentos serdo obtidos com as informagbes geradas no Projeto Genoma de
X. fagtidiosa, uma vez que 21 projetos foram iniciados e integram o Genoma Funciond
de X. fagtidiosa. O projeto tem disponiveis informagbes sobre 2,7 milhdes de pares de
bases mapeados (Fundecitrus, 2000; Simpson et a., 2000). A maioria destes projetos
procura obter informagdes sobre os mecanismos de patogenicidade da bactéria. Como
pode ser observado na revisdo, este € o principd ponto de desconhecimento nas
interacOes X. fastidiosa - plantas e X. fagtidiosa - vetores. O conhecimento a ser gerado
poderd levar a0 desenvolvimento de edratégias de controle da doenga, minimizando

assm as perdas causadas por esse patdgeno em todo o mundo.



3 RELACAO ENTRE A PROPORCAO DE VASOS DO XILEMA
COLONIZADOS POR Xylella fastidosa EM AMEIXEIRA,

CAFEEIRO E CITROSE A SINTOMATOLOGIA DA FOLHA

3.1 Resumo

Os sntomas causados pela bactéria X. fastidiosa em folhas de plantas
hospedeiras tém sdo muitas vezes atribuidos a obstrucdo dos vasos do xilema e a um
aumento da populagéo bacteriana nas plantas afetadas. Neste estudo, a proporgdo de
vasos nos peciolos colonizados pela bactéria e 0 niUmero de bactérias isoladas em meio
de cultivo de folhas de ameixeira Prunus domestica cv. Irati), cafeeiro (Coffea arabica
cv. Mundo Novo) e laranjeira doce (Citrus sinensis cv. Caipira) foram correlacionados
com os sntomas. Foram utilizadas amostras de folhas de trés plantas de cada espécie
inoculadas com a bactéria e de trés plantas sadias. As amodiras congtituiram-se de trés
folhas com sintomas intensos (S) e trés folhas dos mesmos ramos com sintomas leves
(SL). Os peciolos das folhas foram retirados e preparados para microscopia eetrénica de
varredura (MEV), isolamento primario da bactéria em meio de cultura PWG e extracéo
de DNA para confirmagdo da bactéria através do teste de PCR “Polymerase Chain
Reaction”. A partir de imagens de MEV obtidas a 1500x de aumento, de segOes dos
peciolos, cortados transversdmente em nitrogénio liquido, foram determinados os
nimeros de vasos do xilema presentes e os colonizados pela bactéria na &ea
digitdizada. Os resultados evidenciaram que os sintomas foliares mais intensos (SI) em

ameixeira e cdfedro ex8 associados & maores porcentagens de  vasos
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colonizados no peciolo, cujas médias foram 38 e 51,6%, respectivamente. Em citros,
apesar da porcentagem de vasos colonizados ser maior nas folhas com S (11,8%), ndo
houve diferenca edatistica em relagd & folhas com SL (8%), como ocorreu com
ameixera e cafearo. As folhas de cafeeiro com S agpresentaram maior proporcéo de
vasos colonizados que as de ameixeira e citros, e as com SL tiveram maior proporgéo que
as de ameixeira SL e de citros (Sl e SL). Ndo houve corrdacdo entre a propor¢édo de
vasos colonizados por X. fastidiosa e a populagdo bacteriana na planta (UFC/g de
peciolo) determinada por isolamento primé&io. Nd se observou quaquer diferenca na
propor¢do de vasos colonizados nas diversas posicdes do peciolo. O teste de PCR
confirmou a presenga de X. fastidiosa em todas as plantas com vasos colonizados.
Condui-s= que a sntomatologia em cafeeiro e ameixera eda diretamente relacionada a
proporcéo de vasos colonizados por X. fastidiosa, enquanto que para citros ndo se
observa esta corrdacdo. Estes dados sdo discutidos em termos de modelos de

colonizago.

3.2 Introducdo

Xylella fastidosa (Wels et d., 1987) é o agente causa de varias doencas que tém
causado perdas em um grande nimero de plantas economicamente importantes (Purcell,
1997). No Brasl, essa bactéria tem sido encontrada em muitas plantas hospedeiras,
porém as culturas de importancia econdmica mais afetadas sf0 as de ameixeira, cafegro
e citros. Dedtas, apenas em citros temrse uma estimativa dos prejuizos causados pea
bactéria. No Estado de Sdo Paulo, onde a citricultura € condituida por mais de 60
milhdes de &vores, os preuizos podem chegar a mais de um milh&o de ddlares a0 ano,
sendo que, aproximadamente 30% das plantas estdo afetadas pela bactéria (Monteiro et
al., 2001 b).

X. fastidosa é limitada aos vasos do xilema das plantas e transmitida por enxertia
ou por insatosvetores, as cgarinhas (Hemiptera Cicaddlidae) da subfamilia
Cicaddlinae, que se dimentam nos vasos do xilema (Purcell & Hopkins, 1996).

A sntomatologia das doengas causadas por X. fastidosa caracteriza-se, na maioria

dos hospedeiros, pela escddadura das folhas, nanismo, enfezamento e clorose variegada



(Purcdll, & Hopkins 1996). Em ameixeira, os sntomas de escaldadura sdo verificados
inicdmente nas folhas mas vehas (Kitgima et d., 1975), enquanto que no cafegiro
ocorre a requeima dos bordos e o menor desenvolvimento das folhas (Beretta et d.,
1996). Por sua vez, em citros, os sintomas de clorose internerva (Rossetti et a., 1990)
podem ser acompanhados por necrose de parte da &ea do limbo foliar das folhas mais
velhas (Machado et d., 1994), mas dificilmente ocorre a morte destes, de ramos ou da
planta (Feichtenberger et d., 1997). Os sintomas acima tém sido atribuidos a obstrucéo
de vasos, devido ainvasio dstémica da bactéria (Sherald & Lei, 1991) e a agregacdo da
bactéria com massiva producdo de goma fastidiana no Iimen dos vasos do xilema (Silva
et d., 2001), o que dém de dificultar a passagem de &gua funciona como um filtro para
0s nutrientes conduzidos peo xilema (Lete e d., 2002). No caso de citros, outras
hipéteses para explicar 0 desenvolvimento dos sintomas tém Sdo levantadas, como a
atuacdo de fitotoxinas ou o desbadanco hormonal produzido pela bactéria (Hopkins,
1989; Smpson et d., 2000), porém nenhuma destas hipdteses foi confirmada para
ameixeira, cafegiro ou citros.

O peciolo das folhas tem ddo a pate da planta mais utilizada em trabahos de
levantamento e diagnose de X. fastidiosa, por ser considerada a regido com maior Sucesso
no isolamento da bactéria da planta, que contém a por¢do vascular mais diretamente
associada &5 folhas. S0 exemplos da utilizacdo de peciolos, os trabdhos de Mollenhauer
& Hopkins (1976) e Hopkins (1981) em videira, Rgu et d. (1982) em ameixeira, Beretta
et d. (1997) em citros, Lima et al. (1998) em cafeeiro e Monteiro et d. (2001 @ em
Catharanthus roseus.

Observagdes prdiminares envolvendo MEV modtraram que no peciolo das folhas
de ameixeira, cafedro e citrus colonizadas por X. fastidosa ocorre o acumulo de
bactérias, que muitas vezes levam a obstrucdo dos vasos do xilema Porém, em folhas de
cafedro e ameixeira 0 numero de vasos colonizados e a severidade dos sntomas de
necrose foram verificados com maior intenddade. Assm, o objetivo deste trabaho foi
determinar 0 modelo de distribuicéo e a populacéo bacteriana de X. fastidosa em vasos
do peciolo de plantas de ameixeira, cafegiro e citros e corrdacionar os dados com uma

maior ou menor intens dade dos sintomeas foliares verificados nas plantas.
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3.3 Material e Métodos

3.3.1 Isolados do patégeno, plantas utilizadas e inoculagéo

Foram utilizadas plantas de amexeira (Prunus domestica cv. Irati), cafearo
(Coffea arabica L., cv. Mundo Novo) e laranjeira doce (Citrus sinensis cv. Caipira). As
plantas foram mantidas em vasos com lume de substrato (trés partes de solo, uma parte
de ardla e uma parte de esterco) de 5 L e inoculadas aravés do método da agulha
(Hopkins, 1980). Os isolados da bactéria utilizados foram PLSL para ameixeira, CCT
6756 para o cafeeiro e CCT 6570 para citros (mantidos em congelador a —80 °C, no
Laboratorio de Insstos Vetores do Depatamento de Entomologia, Fitopatologia e
Zoologia Agricola). Cada planta foi inoculada em trés pontos na haste com 5 i de uma
suspensdo de cdulas em tampéo fosfato salino (PBS), 0,5 M, pH 7,2. ApGs a inoculagéo,
as plantas foran devidamente numeradas, transplantadas e mantidass em casa de
vegetacdo do Setor de Entomologia do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e
Zoologia Agricola da ESALQ-USP, onde foram adubadas, irrigadas e submetidas aos
devidos tratamentos fitossanitarios durante cerca de dois anos.

3.3.2 Coleta das amostras

As amodras foram coletadas de quatro plantas de cada espécie, sendo trés
infectadas e uma sadia, no periodo de janeiro a marco de 2002. Cada amostra congtituiu-
s de trés folhas com sintomas intensos (SI) da doenca e trés folhas dos mesmos ramos
com sintomas leves (SL) carecteristicos, dém de trés folhas da planta sadia (Figura 1).
Essas amostras foram preparadas para MEV, isolamento da bactéria en meio de cultivo
PWG e PCR para confirmagdo da identidede da bactéria Durante a redlizagdo do
trabalho procurou-se também determinar a proporcéo de vasos colonizados a0 longo do
peciolo e verificar se ocorria uma possivel variacdo no nimero de vasos obstruidos ao

longo do peciolo através da observacdo de cortes seqlienciais dos mesmos em MEV.
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Figura 1- Sintomatologia das amodiras coletadas: folha com maior intensdade dos

sntomas (Sl), folha de ramos doentes com sintomas leves (SL) e folha de
planta sdia (da esquerda para a direita). (A) folhas de ameixeira, (B) folhas de

cafedro e (C) folhas de laranjeiracaipira.

3.3.3 Prepar agdo das amostras par a microscopia eetr onica de varredura

A preparacdo e observacdo das amostras em microscopio eetronico de varredura
foram redizadas no NAP/MEPA da ESALQ/USP. Peciolos das trés folhas de cada
amodra das espécies, depois de coletados, foram imersos em solucdo fixativa
(Karnovik's modificado), pH 7,2 por um periodo de 24h. Em seguida, foram
trandferidos para liquido crio-protetor (glicerol 30%) por 30 min e cortados
transversalmente em nitrogénio liquido. As secgBes obtidas foram transferidas para uma
solucdo de tetroxido de 6smio 1% em &gua por 1 hora e subseqientemente desidratadas
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em uma série de acetona (30, 50, 70, 90 e 100% por trés vezes) e depois levadas para o
gparelho de ponto critico. Os espécimes obtidos foram montados em  stubs cobertos com
ouro e observados em microscopio eetrénico de varredura LEO 435 VP. Foram geradas
e regidradas digitaAlmente, ao acaso, quatro imagens a 1500 vezes de aumento, para cada
amostra, nas condigdes de trabaho de 20 Kv e disténcia de trabalho de 9 mm, num total
de 84 imagens. Cada imagem correspondeu a uma area de 0,22 mm X 0,146 mm (0,032
mt). Ao mesmo tempo, foram geradas imagens em maiores aumentos para confirmagao
das caracteristicas morfol 6gicas das bactérias presentes (Figura2 A,B, C).

As imagens geradas foram gravadas e abertas no Software Photopaint do pacote
Cord Draw 9, onde foi selecionada a opcdo de visudizacéo de tda cheia utilizando um
monitor de 17", sendo que para cada imagem foram contados 0 nimero de vasos do
xilema presentes na &ea e 0 nimero de vasos colonizados pela bactéria
independentemente dos mesmos estarem obstruidos ou néo.

Para andise da diferenca do nimero de vasos colonizados a0 longo do
comprimento do peciolo, os mesmos foram retirados e cortados em cinco secgdes, as
quais foram separadas, preparadas e andisadas uma a uma de modo semehante no
microscopio  eetrbnico de varedura paa se veificae uma possivel variagdo. O

procedimento foi repetido duas vezes.

3.3.4 |solamento primario em meio de cultura

Para 0 isolamento da bactéria das folhas utilizorse 0 méodo de Hill & Purcdl
(1995a), adaptado por Almeida et a. (2001). O peciolo e parte da nervura centra das
folhas amogtradas foram separados e a superficie eterilizada em Clorox 5% no interior
de camara de fluxo laminar, cortados em pequenos pedacos, sendo 0,19 transferidos para
tubos de vidro (16 cm de diametro) contendo 2 mL de PBS, pH 7,2. As amostras foram
homogeneizadas a 25.000 rpm em um homogeneizador de tecidos (modeo Turrax,
Marconi SA., Piracicaba, SP). A suspensdo homogeneizada foi diluida 10 vezes e entdo
plagueada em meio sdlido Periwinkle Wilt Gerite (PWG) (Hill & Purcell, 19958). As
placas foram colocadas em incubadora a 28 °C, na auséncia de luz, por duas semanas,

quando, entéo as colbnias da bactéria foram contadas. O nimero de UFC/g de tecido
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foliar foi estimado baseado no peso inicid das amodtras e diluicdo. Colonias de cada
isolado foram submetidas ao teste PCR para confirmar a identidade da bactéria.

3.3.5 Extracdo de DNA e PCR

A extragdo de DNA das plantas foi redlizada de acordo com o protocolo de
Minsavage et da. (1994), modificado por Pinto & Leite (comunicacdo pessod), utilizando
uma maior concentragdo de ascorbato de sodio (0,1M). A amplificacd do DNA foi
redizada com oligonucleotideos especificos (CVC-1 /272-2-int.) para deteccdo de X.
fastidiosa de citros (Pooler & Hartung, 1995) e café (Colleta Filho & Machado, 2001).
Para se detectar a bactéria em ameixeira, os oligonucleotideos utilizados foram RST31 e
RST33 (Minsavage et ., 1994).

3.3.6 Andlise estatistica

A percentagem de vasos colonizados e o nimero de UFC/g de tecido do peciolo
foram submetidos a andlise fatorid usando o software SAS, tendo os nivels de sintomas
(Sl ou SL) e os hospedeiros (ameixa, café e laranjeira doce), como fatores. Previamente a
andise eddtidica, a porcentagem de vasos colonizados foi trandformada pela raz
guadrada e o nimero de UFC/g foi transformado pelo log. Além disso, os dados SL e S
nas folhas foram separados pela andlise de variancia e pelo teste de médias de Duncan,
com nivel de 5% de probabilidade (P < 0.05) e sdo apresentados natabela 2.

3.4 Resultados

3.4.1 Relacdo entre o numero de vasos do xilema colonizados por X. fastidiosa e a
sintomatologia

A porcentagem de vasos colonizados em peciolos de folhas de ameixeira com S
variou de 35,5% a 40,3%, enquanto que em folhas do mesmo ramo com SL a variagéo foi
de 8,6% a 13,4%. Em cafeeiro, os percentuais encontrados foram de 46,5% a 55,7% nas
folhas com Sl e de 21,6% a 28,7% nas com SL. Ja em citros, as porcentagens verificadas

foram bem menores e variaram de 10,4% a 13,5% para as folhas com Sl e de 6,4% a
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9,7% para as folhas com SL (Tabela 1). A presenca de X. fastidiosa foi confirmada em
todas as amodtras de plantas sntométicas utilizadas no estudo aravés do PCR. A andlise
fatorid ANOVA mostrou um significantivo efeito do nivel de sintomas (SL e Sl) na taxa
de vasos do xilema colonizados por X. fastidiosa (Tabela 2). Os resultados evidenciaram
que os dntomas foliares mas intensos em ameixeira e cafedro eté associados a
maiores porcentagens de vasos colonizados no peciolo, cujas médias foram 38,2% e
51,6%, respectivamente (Tabela 01). Em citros, apesar da porcentagem de vasos
colonizados ser maior nas folhas com S (11,8%), ndo houve diferenca edatitica em
relacdo a folhas com SL (8%) como ocorreu com ameixeira e cafegiro (Tabela 1). As
folhas de cafeeiro com Sl gpresentaram maior propor¢éo de vasos colonizados que as de
ameixeira e citros, e as com SL tiveram maior propor¢do que as de ameixeira SL e de
citros (Sl e SL). A visudizagcéo dessas diferencas pode ser observada na Figura 3 a qua
inclui uma amodra das fotos utilizadas para a andise do nUmero de vasos colonizados.
Como as folhas com SL estavam posicionadas na parte mais agpicd do ramo, os dados
observados também permitiram verificar que hd um gradiente decrescente na proporcéo
de vasos colonizados em peciolo das folhas, no sentido da base para o épice dos ramos.

3.4.2 Populagdo bacteriana nos peciolos e relacdo com a sintomatologia

N&o se observou corrdacéo significativa entre a proporcéo de vasos colonizados e
a populacdo da bactéria no peciolo das folhas de ameixeira, cafeeiro e citros com Sl e SL
da infeccdo por X. fastidiosa. O isolamento primé&io também n&o revelou diferencas
edatisticas na populacéo viavel da bactéria entre as folhas com Sl e SL em ameixeira e
cafediro e Sl de citros (10° UFC/g), embora a populagéo bacteriana em ameixeira com Sl
tenha sdo maior do que nos outros dois hospedeiros. Apenas a populacdo de X.
fastidiosa nas folhas de citros com SL diferiu das demais, correspondendo a uma menor
populacdo bacteriana (10 UFC/g) (Tabela 02).

Os resultados gpresentados na Tabela 03 mostram que a bacté&ria X. fastidiosa
gpresenta uma distribuicdo que pode ser considerada regular a0 longo do peciolo da folha
dos trés hospedeiros. Observou-se também que ocorre uma reducdo no nimero de vasos

do peciolo no sentido da base para o limbo foliar, porém a porcentagem de vasos
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colonizados ndo difere edtatisticamente entre as posicdes, jA que o nimero de vasos
colonizados também é reduzido. Diferencas no nUmero e na caracteristica dos vasos dos
trés hospedeiros pode ser observada. Os vasos de ameixeira s8o predominantemente
espiralados, enquanto que em cafeeiro sfo reticulados e em citros pontuados (Figura 2 D,
E e F). Além deste fato, em citros e ameixeira € comum a presenca de um maor nUmero
de cdulas do parénquima do xilema entre os vasos do que em cafegiro (Figura 3).

Quando s andisou a eficiénca de X. fastidiosa para colonizar os trés
hospedeiros, através da divisdo do nimero de unidades formadoras de colonia por grama
de peciolo (UFC/G) pdo nimero de vasos colonizedos, verificorse uma maor
eficéncia em cafedro, depois amexera e findmente citros, independente do nivel de
sntomas Sl ou SL (Figura4).

Observou-se ainda uma variagdo no nimero de vasos encontrados dentro da &rea
da eetromicrografia analisada, como pode ser observado na Tabela 04. Sendo que para o
cafeeiro, os nimeros de vasos nos peciolos de folhas com sintomas intensos eram

praticamente o dobro do nimero de vasos dos peciol os de folhas com sintomas leves.
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Tabela 1. Porcentagem de vasos do xilema colonizados por X. fastidiosa, nimero de
unidades formadoras de colbnias por grama de tecido e resultado do teste PCR

em fungdo da Sntomatologia foliar em ameixera, cafedro e citros.

Hospedeiro Sintoma* % deVasos % Médiade n? UFC/g** PCR***

colonizados vasos
40,3 1,32X10’ (+)
Sl 35,5 38,2 bt 2,5X10° (+)
38,8 1,5X10’ +)
Ameixeira 10,6 1,16X10° (+)
SL 8,6 10,9d 2,5X10° +)
13,4 9,85X10° (+)
557 1,78X10° +)
Sl 52,5 51,6 a 9,5X10° (+)
46,5 9,5X10° +)
Cafesiro 27,7 3,24X10° +)
SL 21,6 26,8 ¢ 2,39X10° +)
28,7 1,54X10° +)
11,5 1,0X10° (+)
Sl 10,4 10,7d 1,45X10° (+)
135 1,9X10° )
Citros 9,7 5,5X10* (+)
SL 8,0 8,0d 3,5x10* (+)
6,4 3,8X10° +)

# Medias exibindo a mesma letra ndo diferem entre 9 pelo teste de Duncan, a 5% de
probabilidade (P < 0.05).

* SL = dntomas leves, S| = Sntomas intensos,

** UFC/g = Unidades formadoras de colonias;

*** PCR = + indica a presenca de X. fastidiosa na planta



Tabela 2. Porcentagem de vasos do peciolo do xilema colonizados por Xylella fastidiosa
e nimero de UFC/g tecido infectado em folhas de ameixeira, cafeeiro e citros

com sintomas leves e sntomas intensos da doenga. Dados transformados.

Valores médios*

Nivel desintomas/
planta hospedeira % Vasos Colonizados’ UFC/g tecido infectado®
Sintomas leves
Peciolo de ameixeira 10.9+1.4 b 45X 10°+ 2.7 X 10°a
Peciolo de cafeeiro 26.0:2.2 a 24X 10°+49X 10°a
Peciolo de citros 8.0+0.9 b 15X 10° + 11X 10°b
Sintomas intensos
Peciolo de ameixeira 38.0:t1.4 b 63X 10°+43X 10° a
Peciolo de cafeeiro 51.6t2.7 a 123X 10"+27X 10° a
Peciolo de citros 11.8+.09¢ 15X 10°+25X 10° a

X Medias exibindo a mesma letra ndo diferem entre s com base no teste de Duncan, a 5%

de probabilidade (P < 0.05).

YA percentagem de vasos colonizados foi transformada pela raiz quadrada, previamente a
andise eddidtica

z

O ndmero de unidades formadoras de colonia por gramas de tecido (UFC/g) foi

transformado por log de X, prévio a andise edtatigtica.
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Figura 2- Eletromicrografia de varedura mostrando a morfologia caracteritica e
detalhes do modo de colonizacdo de X. fastidiosa em vasos do xilema em
peciolos de ameixeira (A e D), cafeeiro (B e E) e citros (C e F). (D) vaso
espirdado em ameixera; (E) vaso reticulado em cafegro e (F) vaso pontuado

em laranjeracapira

Tabela 3. NUmero e porcentagem de vasos colonizados por X. fastidiosa em cinco
posicdes do peciolo em direcdo a nervura centrd de folhas de ameixeira,
cafediro e de citros com sintomas intensos de infecgao.

Ameixeira Cafeeiro Citros
Posicbes*  Vasos % Vasos % Vasos %
1 38/210** 18,09 115/239 4812 8/215 3,72
2 42/188 234 95/235 4042 7/200 350
3 36/180 20,00 102/212 4811 10/196 510
4 29/172 16,86 87/188 46,27 9/194 464
5 33/153 21,56 50/150 3333 6/159 3,77

*Posicdo 1 proximo abase do peciolo e 5 proximo anervura centrd dafolhg;
** Esguerda nimero de vasos colonizados por X. fastidiosa; direita nUmero tota de

Vasos na Secgao.



Figura 3- Eletromicrografia de varredura mostrando 0 nimero de vasos colonizados por
X. fastidiosa em ameixeira (A e B), cafegiro (C e D) e citros (E e F) em rdagéo
a antomaologia As imagens da direita foram obtides de folhas com sntomas
leves e da esquerda com sintomas intensos. (seta) cdula do parénquima do

xilema; (V) vaso do xilema; (Vc) vaso do xilema colonizado por X. fastidiosa.



Eficiéncia de Colonizacao
(UFC/g)/% vasos colonizados)

Cafeeiro Ameixeira Citros

Figura 4- Efidénda de colonizagdo por X. fastidiosa em trés plantas hospedeiras
(cafediro, ameixeira e citros). A propor¢do da (UFC/g) pda % de vasos
colonizados expressa a cgpacidade do patdgeno colonizar o tecido da planta
(A) Peciolo de folhas com sintomas leves, (B) Peciolo de folhas com sintomas

intensos.



Tabela 4. NUmero de vasos tota por imagem, nimero de vasos colonizados por X.
fastidiosa e nimero de vasos totais, contados nas imagens geradas no

microscopio eetrénico de varredura. (SI) sintomaintenso e (SL) sintomaleve.

PLANTAS AMOSTRA REPETICOES TOTAL***
A B C D
1 CAFEEIROS*  115/49** 258/161  239/120 240/162 852/486
2 CAFEEIROS 249/102 228/130  260/127 264/167 1001/526
3 CAFEEIROS 91/38 169/56 242/124 240/144 742/362
4 CAFEEIRO SL 95/24 119/32 73/28  98/20  385/104
5 CAFEEIROSL 74/17 93/18 76/13  104/28  347/76
6 CAFEEIRO SL 99/33 104/25 96/25  77/24  376/107
7 CITROSS 73/05 145/13 76/11  132/11  426/40
8 CITROSS 133/12 98/08 76/06  99/07 406/33
9 CITROSS 96/04 138/11 68/04  81/06 383/25
10 CITROSSL 87/14 109/16 114/15  90/09 400/54
11 CITROSSL 95/10 202/21 178/12 150/21  625/64
12 CITROSSL 122/08 121/07 168/29 173/28  576/72
13 AMEIXEIRA Sl 145/61 82/31 153/62 105/43  485/197
14 AMEIXEIRA S 134/38 110/34 89/33 101/46  434/151
15 AMEIXERA S 89/42 131/60 114/36  111/34  445/169
16 AMEIXEIRASL  133/16 148/10 130/18  9U/9 502/53
17 AMEIXEIRASL  120/12 82/08 107/07  135/11  444/38
18 AMEIXEIRASL  122/08 105/18 102/24  112/07  441/57

* Os numeros de vasos contados podem variar em fungdo do dametro dos vasos e da
presenca de cdulas do parénquima na area, como pode ser observado nas Figura3A —F;
** Eqquerda = nimero total de vasos naimagem; direita = niimero de vasos colonizados,

*** Total = nlmero total de vasos nas quatro repetigoes.



3.5 Discusséao

O conhecimento sobre 0 modo como o patdgeno distribui-se no tecido de uma
planta é de extrema importancia para 0 desenvolvimento de estratégias de controle e para
0 estudo da influéncia da digtribuicdo do patdgeno no agparecimento dos sintomas. NoO
caso de X. fastidiosa nos trés hospedeiros estudados, informagtes sobre a distribuicdo da
bactéria nos vasos sdo praticamente inexistentes (Purcdll, 1997). Portanto, este trabalho
pode ser consderado pioneiro na aea, 0 que auxilia no desenvolvimento de trabalhos
futuros, dém de ser de extrema importancia para a compreensio da relacéo patdgeno-
hospedeiro-inseto vetor.

Inicidmente, os resultados confirmam a hipétese da relacdo entre a propor¢éo de
vasos colonizados e a sntomaologia em folhas de ameixeira e cafeeiro, 0 que nédo
ocorreu para o citros. Trabalho anterior procurando determinar a porcentagem de vasos
colonizados por X. fastidiosa em videra foi redizado por Mollenhaver & Hopkins
(1976), os quais utilizaram a microscopia eetronica de transmissdo para estudar peciolos
e nervuras de folhas de videira com necrose. Os autores verificaram que no peciolo das
folhas com sintomas intensos, 40% dos vasos estavam colonizados pda bactéria e que
metade destes estavam ocluidos, embora os mesmos tenham considerado o nimero de
vasos colonizados insuficientes para serem 0s Unicos responsaveis pelos sintomas nas
folhas. Andersen & French (1987), trabalhando com Phony peach disease, notaram que a
concentragdo de X. fastidiosa néo estava corrdacionada com a reducéo da conduténcia
hidrulica nas hastes. Os autores relataram que aguns sintomas associados a doenca néo
podiam ser somente explicados pelo estresse de agua. Entretanto, o estresse de agua pode
s diretamente correlacionado com a oclusdo de vasos em videiras com mal de Pierce
(Goodwin et d., 1988). Estes autores mogtraram que em peciolo de folhas com necrose, a
resséncia ao fluxo de &ua foi 60-200 vezes maior que em folhas sadias. Os autores
argumentaram que ndo se deve consderar gpenas a porcentagem de vasos em um corte
para avdiar o efeito sobre o fluxo de &gua, pois em outra posicdo do peciolo diferentes
vasos podem estar obstruidos o que na prética se somaria aos ja obstruidos, em posicdes
anteriores. Neste trabalho esta afirmacdo pode ser constatada na Tabela 3, a qua mostra

0 resultado da observacdo da porcentagem de vasos colonizados a0 longo do peciolo, em



que e verifica um nimero varidvel de vasos totd e colonizado, sendo que oS vasos
colonizados ndo sd0 0os mesmos ao longo do peciolo. Eitretanto, deve-se considerar que
outros fatores podem estar envolvidos na sntomatologia, como a reducdo no fluxo de
nutrientes (Leite et a., 2002) e a producéo de toxinas (Simpson et a. 2000). Se tivermos
um maior nimero de vasos ocluidos, isso pode resultar em maior nimero de bactérias
que podem levar ab acimulo de toxinas e a uma maior retencéo de nutrientes na massa
de bactérias. Queiroz-Voltan et d. (1998) encontraram porcentagens variaveis de vasos
obstruidos por X. fastidiosa no caule de cultivares de cafeeiro. Nao se observaram
diferencas no ‘Catuai Vermeho' entre plantas enxertadas (8,1%) e ndo enxertadas
(8,4%), porém esse cultivar gpresentou uma porcentagem menor de obstrucdo dos vasos
do que ‘Mundo Novo enxetado em Coffea canephora (20%). No entanto, as
porcentagens de vasos ocluidos foram bem inferiores & observadas neste trabaho (28,8 a
51,6%). Edste faio deve estar associado a procedéncia das folhas de cafeeiro com
sntomas, que no primero cao (QuerozVoltan et a.1998), foram obtidas de plantas
com incidéncia natural da bactéria e em nosso caso aravés da inoculacdo atificia de X.
fastidiosa e também porque neste trabaho utilizou-se do peciolo para se avaiar 0 nUmero
de vasos colonizados, enquanto que no outro, os autores trabalharam com partes da haste
que parece ter uma menor concentragdo de bactérias.

A expressdo dos sintomas em resposta a infecgdo por X. fastidiosa é influenciada
pelo tempo de acimulo da bactéria e pelo limiar da populacdo bacteriana (Fry &
Milholland, 1990). Nés acreditamos que 0 processo de invasdo dos vasos do xilema da
planta hospedeira por X. fastidiosa envolve a fase planctonica (cdlulas livres) e a fase
sl (biofilme). Deste modo, € natura assumir que a caracterigtica quimica do xilema
pode influenciar a capacidade das células bacterianas de formar grandes agregados,
pequencs agregados e céulas livres. Como conseqliéncia, 0 acimulo de goma fagtidiana
pode ser também afetado. A austncia de goma fadtidiana foi verificada nos estédios
inicias do desenvolvimento da colonia (Leite et d., 2002). Em citros, em que o nimero
de vasos colonizados foi menor poderiamos considerar que outros fatores podem ter
maior importancia na expressio dos sintomas que em ameixeira e cafegro. Entretanto,

veifica-se que as folhas das plantas de citros com sintomas intensos de CVC gpresentam
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dta resséncia ao fluxo de &gua nos vasos do xilema (Machado et d. 1994).
Condgderando o fato de haver variacéo entre os vasos colonizados nas diferentes posicoes
do peciolo, acredita-se que mesmo em citros 0 nimero de vasos colonizados € um
determinante dos sntomas. QueirozVoltan et a. (1998) e QueirozVoltan & Paradda
Filho (1999) verificaram em café e citros, que a obstrucdo dos vasos das plantas
infectadas diminuia da folhaem direcéo ao caule.

Uma outra explicagdo para a menor colonizagdo dos vasos do xilema em plantas
de citros pode ser o fato das plantas de citros apresentarem uma maior proporcdo de
vaos pontuados em relacdo a ameixeira e cafedro, nos quas exite uma maor
propor¢éo de vasos espiralados e reticulados, respectivamente como verificado na Figura
2. Condgderando também que X. fastidiosa é uma bactéria limitada ao xilema (Well et 4.,
1987), essa somente pode migrar de um vaso para outro do xilema, se estes estdo juntos,
através das pontuagdes ou por meio dos raios xilemdaicos. A movimentacdo pelos raios
teoricamente € menos eficiente, por ser uma rota mais longa para X. fastidiosa. Desta
forma, a migracdo vaso a vaso torna-se mais dificil em citros, porque, como pode ser
observado na Figura 3, a presenca de células do parénquima do xilema entre um grupo de
vasos e outro € muito mais intensa do que em cafeeiro e ameixera. Este fato poderia
gudar aexplicar adiferencano nimero de vasos colonizados entre os trés hospedeiros.

O fao de que folhas de cafedro e ameixera com sntomas intensos mostram
taxas superiores de colonizagdo dos vasos em relacdo aos citros, sugere que a eficiéncia
do vetor pode ser maior nestes dois hospedeiros. Entretanto, nenhum dado sobre a
eficiéncia nestes hospedeiros é disponivel. Porém, os valores que tem sdo verificados
para citros, sfo baixos e variam de 0,3 a 11%, dependendo do vetor estudado (Lopes,
1999; Yamamoto et d., 2002), quando comparados aos da cigarrinha da videira, que com
taxas de 40% de vasos colonizados a eficiéncia de transmisséo gira entre 90 e 100% (Hill
& Purcdl, 1995 b). Hill & Purcdl (1997) observaram que a taxa de transmissdo aumenta
quando a populacdo da bectéria na planta também aumenta Isto sgnifica que plantas
com maor populagdo bacteriana e infeccdo Sstémica Sfo, provavemente, mais
importantes como fonte de inéculo para a dispersio do patdgeno. O presente estudo ndo

mostrou nenhuma variagdo sgnificativa na populacdo bacteriana em citros, ameixera e



cafedro, gpesar da grande diferenca na taxa de colonizagdo dos vasos do xilema
observada entre os hospedeiros estudados. Isto significa que uma maior expressdo de
sntomas ndo implica necessariamente numa maor populacdo bacteriana, jA que os
sntomas podem resultar da obstrucdo dos vasos do xilema provocados pela deposicéo de
céulas bacterianas ndo viaveis. O faio de que a propor¢do de vasos colonizados em
cafegiro é superior aos das outras duas espécies € um indicativo de que o cafeeiro pode
s um melhor hospedeiro para X. fastidiosa do que amexera ou citros. Seguindo
semelhante raciocinio, citros pode ser 0 hospedeiro mais resistente ap patdgeno das trés
espécies, 0 que conseqlentemente proporciona uma menor eficiéncia na aquisicéo e na
taxa de transmissdo pelos vetores (Figura 4).

Outro fato a ser discutido € quanto a0 nUmero de vasos presentes na area da
imagem de MEV andisada Como pode ser viso na Tabela 4, o nimero de vasos
contados na area apresentam-se semelhantes para quase todas as folhas analisadas, com
excecdo para 0 cafedro com sintomas intensos. Neste € interessante sdientar que X.
fastidiosa induziu um menor tamanho nas folhas (Figura 1), mas ao contrario do que
seria de se esperar 0 nimero de vasos na &ea foi bem maior (Tabela 4). A explicacéo
para este fato pode ser encontrada nas Figuras 3C e D, onde pode ser verificado, que o
didmetro dos vasos em folhas com S| € menor que nas folhas com SL.

A principd contribuicio do presente estudo diz respeito a ficiéncia de
colonizagdo, a qual pode variar nos hospedeiros. Nossos resultados sugerem que, em
adicdo a habilidade do vetor para infectar a planta, 0 modelo diferencid de colonizacéo
em citros € dtamente sugestivo da existéncia de fatores que podem facilitar ou inibir o
egpdhamento de X. fastidiosa. Estes fatores estéo presentes dentro do tecido da planta e
podem s de natureza quimica eou fisco-morfologica A abundancia de vasos
pontuados em peciolos de citros, dém do maior nimero de céulas do parénquima
sugerem que a resposta das plantas pode ser uma combinacéo de ambos fatoresvisto que
vasos com maior proporcdo de parede secundaria sG0 anatomicamente e quimicamente
distintos (Leperen et a., 2000), quando comparados a vasos com menor proporcéo de

parede secundaria como os espiralados em ameixeira e reticulados em cafesiro.



4 ULTRAESTRUTURA DA INTERACAO Xylella fastidiosa -
LARANJEIRA PERA - ASPECTOS DA ADESAO,
COLONIZACAO VASO A VASO E RESISTENCIA DA PLANTA

4.1 Resumo

O conhecimento do modo como o patdgeno distribui-se no tecido vegetal e como
a planta reege a0 aaque do patdgeno s de extrema importancia para o0
desenvolvimento de edtratégias de controle. No caso de Xylella fastidiosa em citros,
pouco se sabe sobre 0os mecanismos de colonizacdo do xilema e da resisténcia da planta.
O objetivo deste trabaho foi estudar como X. fastidiosa invade vasos adjacentes do
xilema, 0 padréo de colonizacdo dos vasos pela bactéria e alguns aspectos da ressténcia
expressa por plantas de laranja péra Foram utilizados quinze amodiras de folhas de
plantas com sintomas caracteristicos da doenca, provenientes de trés municipios do
Estado de S&o Paulo (Neves Paulista, Gavido Peixoto e Santa Rita do Passa Quatro). Os
peciolos de cinco folhas de cada amostra foram retirados, fixados e preparados para
microscopia eetronica de varredura e transmissdo, microscopia de luz e imunomarcagéo
de polissacarideos da parede priméria. Os resultados mostraram que a colonizacdo
ocorre preferenciamente nos vasos pontuados do xilema secund&io. O grande nimero
de bactérias locdlizadas nas imediagBes e no interior das pontuacles, ateragbes na
integridade da parede primaia e a auséncia de marcacdo com anticorpo contra
hemicdulose nas pontuagdes de vasos colonizados por X. fastidiosa indicam que a



bactéria utiliza as pontuagbes como caminho para a migragdo inter-vasos, semelhante ao
mecanismo ja proposto para bactérias do género Pseudomonas. Foi também possive
verificar as diversas fases do processo de colonizagdo dos vasos do xilema, desde a
adesio inicid até a completa oclusdo do IUmen, com a producéo de materid fibrilar e
goma. Possivels reagBes da planta a colonizagcdo do xilema foram verificadas, com o
acumulo de hesperidina nos vasos. Também nas folhas, verificouse a deposicdo de
goma, compogtos fendlicos, hiperplasa e dteragbes no citoplasma das células da bainha

e dos parénquimas palicadico e lacunoso.

4.2 Introducdo

X. fastidosa (Wdls et d., 1987) € o agente causd de vérias doencas que tém
causado perdas em um grande nimero de plantas economicamente importantes (Purcell,
1997). No Brasl, bactéria tem sdo encontrada em muitas plantas, porém uma das
culturas de importancia econdmica mas afetada é a do citros. Nesta cultura, X.
fastidiosa causa a doenca chamada clorose variegada dos citros (CVC) (Chang et dl.,
19934), que nos Ultimos quinze anos tem causado grandes perdas a citricultura paulista e
brasleira A edimativa de preuizos causados pela bactéria, no Edtado de Sdo Paulo,
onde a citricultura é condtituida por mais de 60 milhdes de &vores, pode chegar a mais
de um milhdo de dblares a0 ano, sendo que, aproximadamente 30% das plantas estdo
afetadas pela bactéria (Monteiro et d., 2001 b). Esta bactéria esta limitada aos vasos do
xilema das plantas e € tranamitida por enxetia ou por insetos vetores, as cigarrinhas
(Hemiptera: Cicadellidae) da subfamilia Cicaddlinae, que se aimentam nos vasos do
xilema (Purcdl & Hopkins, 1996).

Os sntomas da doenca se caacterizam por deficiéncias de zinco, clorose
internerval (Rostti et al., 1990), variegacdo, queima na face superior e lesbes na face
inferior das folhas mais velhas (Machado et a., 1994). Com o tempo, ocorre a queima
das pontas de ramos, com menor desenvolvimento desses. Areas clordticas surgem na
face superior em locais @rrespondentes &s lesdes. Estas &reas clordticas podem tornar-se
necréticas, puntiformes ou aongadas, ocorrendo em grupos ou linhas. S8 comuns

exsudagOes de goma nos locais com elevacdo do tecido da epiderme da folha. Os frutos
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também podem ser afetados tornando-se duros e pegquenos. Com o avango da doenca,
pode ocorrer a morte de ramos, mas dificilmente a morte da planta (Feichtenberger et 4d.,
1997). Os sintomas provocados por X. fastidiosa tém sido atribuidos a obstrugéo de
vasos, devido ainvasio ssémica da bactéria (Sherald & Lei, 1991) e a agregacéo da
bactéria no limen dos vasos do xilema (Silva et d., 2001), o que dém de dificultar a
passagem de agua funciona como um filtro para os nutrientes conduzidos pelo xilema
(Leite et al., 2002). No caso de citros, outras hipdteses para explicar 0 desenvolvimento
dos sintomas tém sdo levantadas, como a auacdo de fitotoxinas, 0 desbadanco hormona
produzido pela bactéria e a producdo de enzimas (Simpson et a., 2000), porém nenhuma
destas hipéteses foi confirmada.

ReacOes de resisténcia das plantas a presenca de X. fastidiosa sGo comuns e
podem também estar envolvidas com o0 aparecimento dos sintomas. Mollenhauer &
Hopkins (1976) e Fry & Milholland (1990) estudando plantas de videra infectadas por
X. fastidiosa, observaram reacOes de resisténcia como deposicdo de goma, pectina e
formacdo de tiloses por esse hospedeiro. Ja Tyson e d. (1985), usando a MEV,
verificaram a formagdo de crigas de cdcio e de um materid fibrilar no lUmen de vasos
colonizados. Em citros, QuerozVoltan & Paadda Flho (1999) veificaam a
deposicdo de goma, bem como a presenca de cristais de hesperidina no [imen dos vasos
do xilema de plantas infectadas.

De quaquer forma, a expressdo dos sintomas depende da colonizagdo de \&ios
vasos do xilema, como demonstrado por Alves et d. (2003). Entretanto, 0 mecanismo
pelo qua X. fastidiosa consegue passar de um vaso do Xilema colonizado para outro
vaso é ainda desconhecido. Hopkins (1989) prop6s que a bactéria poderia dissolver a
membrana da pontuacdo, a qua é uma parede cdular priméia condituida de cedulose,
hemicdulose, pectina e proteinas. Smpson e d. (2000) identifica'am um gene
precursor de uma poligaracturonase e um de uma celulase no genoma da X. fastidiosa de
citros, tendo este dltimo junto com mas dois genes de cdulases encontrados
posteriormente no genoma de X. fastidiosa, sdo expressos em E. coli (Wulff, 2002),

propondo que estes genes poderiam estar envolvidos na migragdo inter-vasos de X.
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fastidiosa, através da membrana da pontuacdo. Porém, pouco do processo é conhecido
até 0 momento.

Da mesma forma que a movimentagdo vaso a vaso, 0 modo como X. fastidiosa
adere & paredes dos vasos do xilema e inicia a colonizagdo carece de informagtes
(Purcell & Hopkins, 1996). Lete et d. (2002) propuseram um modelo de adeséo e
agregacdo de X. fastidosa baseado em cargas eetrostéticas, presenca de adesinas,
fimbrias e goma fadtidiana Este modedo descreve uma sequéncia de eventos desde o
momento em que a bactéria adere a supeficie dos vasos aé a liberacdo de células
bacterianas para a colonizagdo de outros vasos do xilema da planta.

Asim, o objetivo deste trabaho foi descrever, aravés da microscopia de luz
(ML), detrbnica de transmissio (MET) com imunomarcacéo e eetrbnica de varredura
(MEV), o0 processo de adesdo, migragdo vaso a vaso, e colonizagdo dos vasos do xilema
do peciolo de plantas de citros cultivar péra por X. fastidosa, bem como uma possivel
reacdo de resisténcia expressa pela planta apresenca da bactéria em peciolos e folhas.

4.3 Material e M étodos

4.3.1 Coleta das amostras

Quinze amodras de folhas de laranjeira doce, cultivar péra, com sSintomas
caracterigticos de CVC, foram coletadas em trés diferentes municipios do Estado de Séo
Paulo (Neves Paulista, Gavido Peixoto e Santa Rita do Passa Quatro) em dois periodos,
abril e maio de 2001. Os peciolos e &eas com sntomas de mancha de goma das cinco
folhas de cada amostra foram retirados e preparados para ML, MEV, MET e

immunomarcacdo com ouro coloida de um dos componentes da parede celular priméria.

4.3.2 Preparacao das amostras para MEV

A preparagdo e observagcdo das amostras em microscopio eetronico de varredura
foram redizadas no NAPIMEPA da ESALQ/USP. Peciolos das cinco folhas de cada
amostra, depois de coletados, foram imersos em solugdo fixativa (Karnovisk's

modificado), pH 7,2 por um periodo de 24 h. Em seguida, foram transferidos para



liquido crio-protetor (glicerol 30%) por 30 min e cortados transversdmente e
longitudindmente em nitrogénio liquido. As secges obtidas foram transferidas para
uma solucdo de tetroxido de 6smio 1% em &gua por 1 hora e subseqlentemente
desidratadas em uma série de acetona (30, 50, 70, 90 e 100% por trés vezes) e depois
levadas para 0 aparelho de ponto critico. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de duminio stubs, com a guda de uma fita de carbono colocada sobre uma
pelicula de papel duminio, cobertos com ouro e observados em microscopio eetrénico
de varredura LEO 435 VP. Foram geradas e registradas digitdmente, a aumentos
variavels, diversas imagens para cada amostra, nas condigdes de trabaho de 20 Kv e
digéncia de trabaho de 9 mm. As imagens geradas foram gravadas e abertas no
Software Photopaint do pacote Corel Draw 9, onde foram selecionadas e preparadas as
pranchas apresentadas neste trabal ho.

Os espécimes também foram levados a um microscopio de varredura acoplado a
um sstema de microandise de raio X para a observacdo e andise de crisals presentes

no [umen do xilema.

4.3.3 Preparacao dasamostraspara MET e ML

As preparagOes das amodtras para a MET e ML foram redlizadas no NAP/MEPA
da ESALQ/USP e as observagdes no Centro de Microscopia Eletronica da Universidade
da Gedrgia, em Athens-EUA. Os peciolos e as &eas com sintomas de mancha de goma
das cinco folhas, de cada amodsira, depois de coletados, foram retirados e imersos em
solucéo fixativa (Karnovisk's modificado), pH 7,2 por um periodo de 24 h, lavados em
tampdo cacodilato (trés vezes de 10 min), pds-fixados em tetrdxido de 6smio 1% em
agua por 1 hora, lavados por duas vezes de 15 min em agua destilada, transferidos para
solugdo a 05 % de acetato de uranila durante 12h a 4°C e em seguida, lavados
novamente em &gua destilada e desidratados em gradiente de acetona (30, 50, 70, 90 e
100 % por trés vezes). Em seguida, o materid foi incluido em gradiente crescente de
Spurr/acetona 30 % (8h), 70 % 12 h e 100 % duas vezes por 24 h cada, sendo os
espécimes montados em moldes e colocado para polimerizar em estufaa 70 °C por 48 h.



4.3.4 Ultramicrotomia

Os blocos obtidos foram levados a um agparelho de “Trimming” para a retirada
dos excessos. Em seguida, secgbes semifinas (0,85mm) e ultrafinas (<100 nm) foram
cortadas usando-se um ultramicrotomo Reichrt-jung (ultracut E), com o auxilio de
navalha de diamante. Os cortes semifinos foram coletados com anel de ouro, colocados
em laminas de vidro, coloridos com azul de toluidina (1g azul de toluidina, 1 g borato de
sodio e 100 mL &ua), filtrados em filtro Millipore (0,20Mm) e montados
permanentemente em melo Permat. Os cortes ultrafinos foram coletados em grades de
ouro (golden dot grids), secos em ragues de auminio cobertos com formvar (Rowley &
Moran 1975). As secgbes foram pos-contrastadas em acetato de uranila, seguido por
acetato de chumbo por 3 min cada e, em seguida, examinadas em microscdpio eetronico
de transmissdo Zeiss EM 902A a 80 kv. Egta parte do trabaho e as do item 4.3.5 foram
redizadas no Laboratério de Micologia e no Setor de Microscopia Eletronica da
Universidade da Georga, Athens-EUA.

4.3.5 Procedimentos par a imunomar cacao

4.3.5.1 Anticor pos

Para a imunomarcacdo foram utilizados dois anticorpos. O anticorpo primario
CCRCM1 foi desenvolvido e descrito por Puhlmann et d. (1994). Este anticorpo
apresenta como caracterigica 0 isotipo 1gG;, reconhece os polissacarideos xiloglucana e
raminogaacturonana | (componentes da parede celular primaia - hemicduloses) e seu
caracteristico epitopo € o residuo de a-fucosl (1® 2)-ligado a residuo de gdactosl. O
anticorpo  secund&io é um anti-rato 1gG-gold conjugado (10nm) adquirido da Sigma
(Catalog No. G-7652).

4.3.5.2 |munomar cacao

Seccles ultra-finas foram montadas em tdinhas de ouro e hidratadas por 10 min
em gota (10-nL) de KPBS (tampéo fosfato sdlino de potéssio), 25 mM, contendo 0,02%



(W) PEG (Carbowax PEG 20M, Fisher Scientific; catdog N° P162-1). Sitios de
ligacdo ndo especificos foram bloqueados através da incubacdo dos cortes em 3% de
leite em p6 sem gordura (w/v) em KPBS por 45 min. Os cortes foram incubados por 60
min em uma pequena gota do anticorpo CCRCM1 (10-m) diluido em KPBS, seguido
por 3 lavagens em gotas de KPBS. Em seguida, os cortes foram incubados por 60 min
em gotas de 2niL de anticorpo de cabra anti-rato 1gG conjugado com particulas de ouro
coloidd 10 nm (Sigma), diluido como indicado. A seguir, os cortes foram lavados por 5
min em 3 gotas de agua dedtilada e as tdinhas secas com papd de filtro. Todas as
incubagbes foram conduzidas a temperatura ambiente. Para controle em agumeas

amodtras 0 anticorpo primario foi omitido.

4. 4 Resultados

4.4.1 Microscopia eletronica de varredura e microscopia de luz da X. fastidiosa em
vasos do xilema de citros

Cortes transversais semi-finos do peciolo em ML mostraram que a X. fastidiosa
S encontrava principamente nos vasos mais externos do xilema Verificou-se ainda que
0S vasos colonizados eram encontrados em grupos, ou Sga, um vaso colonizado era
gerdmente acompanhado por vasos vizinhos colonizados (Figuras 1A e 2B). Os
resultados da MEV mostraram que nos peciolos de citros sdo encontrados quatro tipos
de vasos do xilema espiraados, reticulados, pontuados e gerdmente entre estes Ultimos
e em pequena quantidade, os escalariformes. Os vasos espirdados estéo locdizados mais
internamente, proximos ao parénquima medular e sdo os primeros a se formarem,
enquanto os pontuados se posicionam mais externamente e etd0 em maior nimeros. Ja
0s reticulados sGo encontrados mais no centro (Figura 1B). A bactéria foi encontrada
principdmente nos vasos pontuados, mais externos (Figura 1A, C e D), sendo que
muitas vezes as bactérias eram encontradas dentro das pontuagdes (Figuras 1C-D,2B-C).

Um consideravel nimero de bactérias aderidas & paredes de vasos adjacentes
pode ser observado (Figura 2A-B), muitas delas aderidas pela parte polar (Figura 2A). A

partir destas bactérias acredita-se que se tenha iniciado a colonizacdo do vaso em véaias



etapas, como pode ser visto na Figura 2 GF. Na Figura 2C, pode-se observar que as
bactérias comegam a se reproduzir e a aderir umas as outras sem qualquer indicaivo da
presenca de material extracdlular. Com o desenvolvimento da coldnia, a producéo de
materid fibrilar pbdde ser observada (Figura 2 D). Este materid fibrilar tornou-se mais
volumoso a medida que a colonia foi aumentando e o vaso foi sendo ocluido (Figura
2E). Apds eda etgpa, verificase a deposicdo de goma, tornando o vaso praticamente
todo obstruido (Figura 2 F). Um corte longitudind do vaso do xilema mostra que este
processo parece ocorrer a0 longo do vaso, a partir do ponto de inicio da colonizacéo
(Figura 3 A), onde é possivel verificar todas as fases de colonizagdo do vaso mostrada
na Figura 2 GF, desde a presenca de dgumas poucas bactérias na parede do vaso até a
presenca de regifes com a deposicdo de goma. Algumas vezes foi possivel observar a
presenca de bactérias envolvidas em uma mucilagem que se espahou sobre a regido do
corte (Figura 3B), 0 que sugere que este materid ndo apresentava conssténcia apds
fixacdo em ddeidos e antes do corte em nitrogénio liquido, sendo esta uma forma

também muito comum de se encontrar a bactéria nos vasos do xilema de laranjeira péra.

4.4.2 Microscopia eletronica de transmissdo de X. fastidiosa em vasos do xilema de
citros com imunomar cacéo da par ede primaria dos vasos do xilema

As imagens de MET trouxeram mas evidéncias de que X. fastidiosa utiliza as
pontuacbes como caminho para a colonizacdo de vasos adjacentes. Em  cortes
longitudinais de vaso ocluidos e em inicio de colonizacdo, pode-se observar um certo
acimulo de bactérias proximo a regido das pontuacbes (Figura 4A). Em cortes
transversais observa-se também a presenca de bactérias no interior das pontuagOes,
inclusve com céulas bacterianas em divisio (Figura 4 B). Nedte tipo de corte foi
também possivel observar a auséncia da lanela média e parede primaria na regido da
pontuagdo (Figura 4B-D), indicando que a bactéria estava causando aguma ateracdo
nesta regio.
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Figura 1- A) Fotomicrografia de um corte transversd do peciolo de laranjeira péra

infectada com Xylella fastidiosa. Nota-se que o0s vasos colonizados estéo
posicionados nas partes mais externas (seta ilustra um vaso obstruido). (B-D)
Eletromicrografias de varredura do peciolo de laranjeira péra com CVC; (B)
Corte longitudina representando a area do quadrado em A, mostrando os
tipos de vasos do xilema encontrados no peciolo de folhas de laranja péra da
parte superior para a inferior observa-se vasos pontuados (P), reticulados (R),
exdaiformes (ES) e eirdados (E); (C) corte longitudind mogtrando as
bactérias no interior das pontuacBes (seta); (D) corte transversal mostrando
detadlhe da  bactéia  no interior da  pontuagdo (seta).



Figura 2- Eleromicrografias de varedura de vasos do xilema de laranjeira péra
colonizados por Xylella fastidiosa. (A-B) Colonizagdo de vasos adjacentes e
presenca de agumas bactérias [b e setas] aderidas a parede das cdlulas e
algumas no interior de pontuagdes (cabeca de seta), (A) corte transversa e (B)
corte longitudind; (C-F) fases da colonizacdo.(C) inicio da formacdo do
biofilme (s#ta); (D-E) presenca de materid fibrilar [f e setag] junto & bactérias
(b); (F) presenca de goma [g] sobre as céulas bacterianas, vaso ocluido.
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Figura 3- Eletromicrografias de varredura de vasos do xilema de laranjera péra
colonizados por Xylella fastidiosa. (A) corte longitudina mostrando um vaso
com as diversas fases da colonizagdo (da esquerda para direita Smula as
posicdes dos cortes da Figura 2 C, D, E e F); (B) bactérias (cabeca de seta)
envolvidas por uma substéncia semelhante a mucilagem (seta). Condicdo em
gue sfo também encontradas as bactérias nos vasos do xilema de laranjeira

péra.
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Figura 4- Eletromicrografias de transmisso do peciolo de folhas de laranjeira péra
infectadas com Xylella fastidiosa. (A) Corte longitudind mostrando os vasos
obstruidos e em inicio de colonizacdo. Pode-se notar o acimulo de bactérias
proximas & pontuagdes (seta). (B) Corte transversd mostrando uma bactéria
em divisso no interior da pontuacdo (seta); (B-D) vasos com céulas
bacterianas e auséncia ou dteracdo na parede priméaria da pontuacdo. P =
pontuacdo, Pc = parede ceular secundaria, cabeca de seta = parede celular
primaria, seta= bactéria.

Os resultados da imunomarcacdo com um anticorpo contra componentes da
parede priméria, (hemicdulose), revdlaram uma forte marcacéo da parede nas regides
fora da membrana de pontuacdo, mas nenhuma marcacdo na pontuacdo quando 0s vVasos
apresentavam bactérias (Figura 5 A-B). Nos cortes de plantas sadias ou em regides longe
dos vasos colonizados, a imunomarcacéo da parede priméaria foi observada (foto néo
mostrada).
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Figura 5- Eletromicrografias de transmissio do peciolo de folhas de laranjeira péra
infectadas com Xylella fastidiosa, com imunomarcacdo para componentes da
parede primaria (hemiceluloses) com ouro coloidd (seta). Em A e B notarse
a auséncia de marcagd na parede prim&ia das pontuagbes, as quais
possvelmente foram degradas por X. fastidiosa. P = pontuacéo; Pc = parede
secundéria; B = bactéria
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443 MEV e ML da reacao de plantas de laranjeira péra a colonizagdo dos vasos do
xilema do peciolo edasfolhas por X. fastidiosa

Foi possivel observar em MEV a presenca de cristais no interior de alguns vasos
do peciolo de folhas infectadas com X. fastidiosa (Figura 6). Muitas vezes edtes crisas
estavam presentes nas regifes proximas aos vasos colonizados pela bactéria e & vezes
nos vasos anexos (Figura 6 C). Os cristais chegavam a obstruir todo o vaso (Figura 6 A-
B) e se formavam ao longo dos vasos (Figura 6 D). O peciolo de folhas de plantas de
laranjeira péra sadia ndo apresentavam os crigals. A microandise de raio X dos cridals
revelou a presenca de cacio, carbono, cobre e ouro, porém em niveis semehantes aos
observados em outras aeas do xilema. Quando foi feito 0 mapeamento da area dos
cristais para carbono, observou-se um forte snad (dados ndo mostrados), dando um
indicativo de que os crisas apresentavam  principdmente  natureza orgéanica.  Foi
também possivel observar que estes cristais Ao originados das células do parénquimae
acancam o |limen dos vasos através das pontuagoes.

Figura 6- Eletromicrografia de varedura do peciolo de folhas de laranjeira péra
infectada com Xylella fastidiosa mostrando a formacdo de cristais em vasos
proximos aos colonizados pela bactéria. (A-C) Corte transversal. Em (C) é
possivel verificar as bactérias nos vasos a esquerda (seta); (D) corte
longitudina mostrando aformagéo de cristais ao longo do vaso. C = Cridais.



Em folhas nas &eas com amardecimento e o sintoma chamado de mancha de
goma, quando preparadas para ML, observou-se a devacdo do tecido do limbo foliar,
com a deposicdo da substéncia semelhante a goma junto a deposicdo de um materid
escuro nos espagos intercelulares e a hipertrofia das cdlulas da bainha (Figura 7 A-B). A
mesma regido quando preparada para MET revelou uma degradagdo dos cloroplastos nas
céulas do parénquima paicadico, com a presenca de um grande nimero de vesiculas e
de um materid osmofilico no interior das céulas (Figura 7 C). Na regido da bainha,
veificorse a presenca de cdlulas com hipertrofia e a deposicio de materid nos espacos
intercelulares, possivelmente goma e compostos fendlicos (Figura 7 D).

4.5 Discussao

O conhecimento do modo como o patégeno coloniza a planta e como a planta
reage a colonizacdo é de extrema importancia para o desenvolvimento de medidas
de controle das doencas. No caso, de X. fastidiosa em citros pouco conhecimento se tem
a respeito da colonizacdo da planta (Smpson et a., 2000). Este estudo trouxe
importantes informagBes sobre 0 mecanismo pelo qua a bactéia coloniza o peciolo das
folhas de plantas de laranjeira péra. Inicidmente, foi observado que a bactéria coloniza
principadmente, os vasos mais externos do xilema do peciolo (Figura 1A), e que estes
s80, em sua naioria, vasos pontuados. Este fato pode ter duas explicagdes, sendo que no
caso da primeira, como 0s vasos pontuados estdo mais externos, estes sdo de mais facil
acesso & cigarrinhas responsdvels pela transmissdo da bactéria. Nés temos redizado
medidas em ediletes de cigarrinha transmissoras da bactéria para citros e temos
constatado que estes apresentam em torno de 500 mm de comprimento (dados né&o
mostrados). Considerando 15 nm o didmetro médio dos vasos do xilema de citros o
comprimento do edilete seria suficiente para inocular a bactéria em quaquer tipo de
vaso do peciolo, porém torna-se mas fé&dl para o insgto dimentar-se dos vasos
localizados mais externamente. Como as plantas utilizadas neste trabaho sfo de
inoculagdo naturd esta é uma hipdtese provavel. Na segunda explicagdo, a bactéria

poderia ter uma preferéncia por vasos pontuados. Estes vasos apresentam uma



Figura 7- Fotomicrografia (A-B) e detromicrografia de transmisséo (C-D) da regido da
folha de plantas de laranja péra infectadas com X. fastidiosa. (A) corte
transversa do limbo foliar mosirando uma maior espessura do limbo na regido
da bainha, com a presenca de hipertrofia (H) e deposicdo de materid nos
epacos intercelulares (G); (B) um detdhe da area afetada mostrada em A; (C)
eetromicrografia mostrando uma regido do parénquima pdicadico préximo a
regido da bainha. Pode se observar alteragcbes no citoplasma com a degradacdo
dos pladtidios, presenca de glébulos osmafilicos (O) e um grande nimero de
vesiculas (Ve); (D) detromicrografia mostrando detdhes da regid com
hipertrofia das cdulas (H) e deposicdo de materid nos espacos intercelulares,
possvelmente goma e compostos fendlicos (G). V = vactolo, E = epiderme,
PP = parénquima palicadico e Pl = parénquima lacunoso.



condituicdo quimica da parede, com maior quantidade de lignina e uma conduténcia
hidraulica diferente dos demais vasos do xilema, como condtatado por Leperen et 4.
(2000), 0 que poderia explicar uma certa preferéncia de X. fastidiosa por vasos
pontuados em citros.

Outra importante contribuicdo do trabalho foi trazer novas e fortes evidéncias de
que X. fastidiosa € capaz de degradar a parede priméria das pontuacies e migrar para
vasos adjacentes, o que explicaria a migracdo radid da bactéia na planta, o que é
suportado pelos resultados da: @ MEV, mostrando a bactéria no interior das pontuagoes
(Figura 1C, D e 2C); b) MET, que também mostra a bactéria no interior das pontuagdes
(Figura 4B), 0 acumulo de bactérias proximo & pontuacdes (Figura 1A) e a degradacéo
da parede primaria nas pontuagbes (Figura 4B, C e D) e ¢) imunomarcacéo, onde se
observa a auséncia de marcagdo com ouro coloidal, contendo anticorpo contra
componentes da parede primaria (Figura 5A e B). Essas observaches associadas aos
resultados de Fry et d. (1994) que verificaram a producdo de algumas proteases, aos de
Simpson et d. (2000) que identificaram genes precursores de poligaracturonases e um de
cdulase no genoma da X. fastidiosa e aos de Wulff (2002) que expressou aguns cestes
genes em E. coli tornam quase certo que X. fastidiosa utiliza as pontuagbes para a
migracdo inter-vasos. Este modelo de colonizagdo ja foi descrito para bactérias do
género Pseudomonas, dentre estas Pseudomonas syringae pv. syringae que causa
cancro em ameixeira (Roos & Hattingh, 1987)

Foi também mostrado neste estudo, aravés da MEV as diversas fases de
colonizacdo dos vasos. Pelo que pdde ser constatado, a colonizacdo de vasos adjacentes
inda-se com a migracdo de uma cdula da bactéria para 0 vaso adjacente através das
pontuacbes. Esta migracdo parece ocorrer da seguinte forma uma ou mais bactérias
presentes no interior das pontuagdes, apos degradarem a parede priméia (membrana da
pontuacdo) que separa um vaso de outro, produzem cdulas filhas que passam para o
vaso adjacente, nas Figuras 1D e 4 B (podem ser vistas bactérias em divisdo no interior
das pontuacles). A partir destas células, inicia-se a formacdo do biofilme no lUmen do
novo vaso colonizado. Como pode ser observado, as primeiras cdulas aderidas néo

gpresentam materid fibrilar e nem goma ao seu redor (Figura 2A e B), porém a medida



que a colonia va aumentado verificase a presenca de maerid fibrilar que va
envolvendo toda a colénia (Figura 2C, D e E), sendo que em seguida vem aproducdo e a
deposicdo de goma, tornando o agregado complexo. Essas observagles estéo de acordo
com o verificado por Watnick & Kolter (2000), onde os polissacarideos extracelulares
produzidos pelas bactérias sBo importantes para a arquitetura do biofilme, mas ndo para
o0 inicio da adesfo. A presenca de materid fibrilar associado a X. fastidiosa em vasos do
xilema de videira também foi congtatada por Tyson, & d. (1985). Quando a bactéria
necessita colonizar outros sitios dentro do mesmo vaso, parece ocorrer a producéo de
enzimas que tornam o agregado mais flexivd (Figura 3B), permitindo a migragéo
ssémica da bactéria possvemente por influéncia do fluxo do xilema. Esta descricdo do
processo esta de acordo com o model o desenvolvido por Leite et d. (2002).

O Ultimo ponto a ser comentado com relacdo a este trabaho diz respeito a uma
possivel reacdo da planta de laranjeira péra a colonizacdo por X. fastidiosa. Como pode
s observado na Figura 6, ocorreu a formagdo de cristais com forma de ré&fides no
limen de vasos do xilema do peciolo infectados com a bactéria. Estes cristais se formam
em vasos proximos aos colonizados pela bactéria (Figura 6C) e ao longo do vaso (Figura
6 D). Obsarvagbes modraram que edes cristais se formavam no lUmen a partir das
pontuacBes, indicando que 0s mesmos originavamse de cdulas do parénquima do
xilema. A principio acreditava-se que estes cristais eram de oxaato de cécio, porém a
microandise de railo X mostrou que 0s mesmos nNdo gpresentavam dta concentragdo de
cdcio e que apresentavam condtituicdo principalmente carbonica (dados ndo mostrados).
Possvelmente, tais crigtais sgam de hesperidina, um glicosidio comum em plantas de
laranjeira descoberto por Lebreton em 1828 e reconhecido como glicosidio por A. Hilger
& E. Hoffmann em 1876. Esta subgtancia contém vitamina P e eda relacionada ao
mecanismo de defesa de plantas de citros (Swingle & Reece, 1967). Queiroz-Voltan &
Paraddla Filho (1999) observaram, através da ML, a presenca de crisais desta
substancia, em vasos do xilema de nervuras de folhas de laranjera infectadas com X.
fastidiosa. Segundo Erickson (1968), a hesperidina pode precipitar formando rafides
(cristais em forma de agulha) quando os tecidos de citros sBo0 expostos a secagem,

congelamento ou contato com agum tipo de dcool. Devido a grande quantidede destes
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cristals nos vasos, 0 que provavelmente ocorreu foi a precipitacdo de hesperidinas que e
tinham acumulado nas células do parénquima do Xilema, anexas aos vasos colonizados
por X. fastidiosa. Quando da preparacdo para a microscopia de varredura estas
substancias se precipitaram e aravés das pontuagbes formaram crigtais no interior do
[Umen do xilema Na folha, foi também observado sintomas, como a hipertrofia de
céulas dos parénquimas, presenca de materia nos espacos intercelulares e degradacéo
do citoplasma (Figura 7 C). Egtes sintomas também foram observados por Queiroz-
Voltan & Paradela Filho (1999). Os sntomas de hipertrofia podem estar relacionados a
um desequilibrio hormona, como ja verificado para a X. fastidiosa em videira (Goodwin
et a., 1988; Purcel e Hopkins, 1996) e pessegueiro (French et a., 1978). Quanto ao
materia  depositado nos espacos intercdulares, uma possivel condtituicdo pode ser de
goma (composta de polissacarideos) e também de compostos fendlicos, ja que o materid
apresenta caracteristica osmiofilica. A degradacdo dos cloroplastos, o grande nimero de
vesiculas e a desorganizacdo do citoplasma, verificados na Figura 7 C, podem explicar a
reducdo da taxa de fotossintese, fato que foi verificado em videira e citros infectados por
X. fastidiosa por Goodwin et a. (1988) e Machado et d. (1994), respectivamente.



5 ESTUDO DA INTERACAO DE Xylella fastidiosa COM
DIFERENTES VARIEDADES DE FUMO (Nicotiana tabacum):
ASPECTOS EXPERIMENTAIS, ULTRAESTRUTURAIS E
SINTOMATOLOGICOS

5.1 Resumo

Desde a indicagdo do potencid do fumo (Nicotiana spp) como hospedeiro
experimental para a Xylella fastidosa, trabalhos tém sdo desenvolvidos no sentido de se
estabedlecer as mehores condiches experimentais para este patossistema. No presente
trabaho, o objetivo foi avaiar as variedades TNN, Havana e RP1 e aguns fatores
ultraestruturais e experimentais que podem interferir na expressio dos sSntomas.
Dezessais plantas de cada variedade foram martidas em substrato Plantimax sob telado.
Aos 30 dias de idade receberam 200 niL e 500 nL de uma suspensdo de céulas
bacterianas (1 x 10° UFC/mL) obitidas a partir do cultivo em meio PW por 15 dias, a
qua foi injetada na base das hastes ou dos peciolos, com o auxilio de seringa de
insulina. Apos 45 dias da inoculagdo foram observados sintomas gerais de murcha,
amaredlecimento e necrose das folhas baixas em todas as variedades, porém sintomas
tipicos da doenca ndo foram observados até 75 dias. As plantas foram entdo podadas a
15 cm do substrato e gpos 30 dias, foram observados os sintomas tipicos nas folhas mais
baixas, caracterizados por pequenas lesdes no bordo das folhas, manchas trandUcidas,
depois necréticas com um hao amardlado. A confirmagdo da presenca da bactéria foi
efetuada através da observacdo dos vasos do xilema do peciolo por microscopia

detrbnica de varedura e do reisolamento da bact&éia em meo PWG.
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N&o foram observadas diferencas entre as variedades com relacéo ao aparecimento dos
sntomes e 0 nimero de vasos colonizados, cuja as porcentagens foram de 4,9, 4,6 e
6,2% para TNN, Havana e RP1, respectivamente. Os locais de inoculagdo, os volumes
do indculo testados também levaram a quadro sintomatolégico semehantes. Entretanto,
a variedade Havana foi a que agpresentou os sintomas mais intensos. Observou-se ainda
uma reversdo dos sintomas apds adubacdo das plantas com sulfato de ambnio e que a
poda pode ser uma boa técnica para aumentar a longevidade de plantas, que se desga

manter em casa de vegetacdo como fonte de inoculo bacteriano.

5.2 Introducdo

A clorose variegada dos citros (CVC), causada pela bactéria X. fastidosa, tornou
se uma importante doenca dessa cultura nos Ultimos 15 anos. No Estado de Séo Paulo,
responsavel por 83% da producdo naciond de citros, a bactéria tem sido encontrada em
praticamente todas as areas produtoras (Amaro et a., 1998), sendo que oS prejuizos
podem chegar a mais de um milhdo de ddlares ab ano, com aproximadamente 30% das
plantas afetadas pela bactéria (Monteiro et a., 2001b).

Nos ultimos anos, véaios estudos tém sdo redizados procurando entender o
processo de colonizacdo das plantas de citros por X. fastidosa. Porém, o
desenvolvimento de muitos destes trabahos tem ddo dificultado devido a fdta de um
hospedeiro experimental adequado, com répida expressdo de sintomas, ja que as plantas
de citros normalmente necessitam de um periodo de seis meses a um ano para apresentar
os sintomas de CVC (Chang et d., 1993; Hartung et a., 1994). Esta necessidade tornouw
Se anda maior depois do completo seqlienciamento do genoma da X. fastidosa (Smpson
et d., 2000) e da implementacdo do projeto “Genoma Funciona de X. fastidiosa”
financiado pela FAPESP, o qual objeiva o estudo dos provavels genes de
patogenicidade da bactéria.

Lopes e d. (20000 mostraram o potencid do fumo (Nicotiana spp) como
hospedeiro experimental para a X. fastidosa e verificaram que a variedade RP1 desta
planta quando infectada pela bactéia apresenta sintomas tipicos caracterizados por

pequenas manchas escuras, necroticas e com hao amardado nas margens das folhas.



Desde entdo, trabalhos tém sdo desenvolvidos no sentido de se estabelecer as melhores
condiches experimentais para este patossstema Nesse sentido, no presente estudo
procurou-se avdiar as variedades TNN, Havana e RP1 de fumo, tentando determinar as
melhores condicles experimentais para Uutilizacdo dessa hospedeira, as variagcbes na
sntomaologia e estudar aravés da MEV a maneira pda qua a bactéria coloniza as
plantas.

5.3 Material e M é&odos

5.3.1 Condigdes experimentais e inoculacéo

O experimento foi redizado na a&ea experimenta do Setor de Fitopatologia do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ, no
periodo de setembro de 2000 a outubro de 2001. Sementes de fumo das variedades
TNN, Havana e RP1 foram colocadas em bandega de plastico contendo o substrato
Pantimax. Quando as plantulas apresentavam duas folhas definitivas 16 mudas de cada
uma das variedades foram transferidas para sacos plésticos contendo 2 L de substrato
Plantimax, sendo mantidas em telados. Aos trinta dias de idade, com gproximadamente 5
folhas definitivas, as plantas foram inoculadas nos peciolos ou na base das hades,
utilizando-se seringa com agulha de insulina (Lopes a d., 2000), com volume de 200
nL ou 500 ml, dependendo do tratamento, com uma suspensdo de céulas de X.

fastidiosa (1 X 106 UFC/mL em meo PW liquido). Na inoculagio foi utilizado o
isolado 9abc de X. fastidiosa (Chang et d., 1993b), com quinze dias de crescimento em
meio PW, nas condi¢des de 28 °C e 150 RPM de agitacéo.

ApoGs a inoculagdo, as plantas foram retornadas ao telado e adubadas com 1g de
NPK (04-14-08) mais 05 g sulfato de ambnio por recipiente para a manutencéo do
vigor. ApGs trinta dias, as plantas foram novamente adubadas com 1 g de sulfato de
amonio. Depois de 75 dias da inoculacdo, as plantas foram podadas a 15 cm da base e
adubadas com 1 g de sulfato de aménio, para recuperacéo do vigor. Este procedimento
fol repetido mais duas vezes para que as plantas dcangassem a idade de um ano em

condicdes de manter a bactériade formaviave.
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A presenca da bactéria nos tecidos foi confirmada pela observacdo direta da X.
fastidiosa no interior dos vasos do xilema do peciolo das folhas de fumo usando a MEV
e peo re-isolamento da bactéria em meio PWG. Para o registro dos sintomas nas plantas

foram utilizadas camera comum ou digita, e escanner.

5.3.2 Coleta dasamostras e preparo para MEV

As amodtras foram coletadas em trés periodos sempre 30 dias apds a poda
quando as plantas ja gpresentavam folhas sntomédticas. Foi sempre coletada a folha mais
na base da brotacdo com maior intensdade de sntoma e a primeira folha acima que

estivesse assntomética

O preparo das amostras para MEV e observacdo das mesmas em microscopio
eetrbnico de varredura foram redizadas no NAP/MEPA da ESALQ/USP. Peciolos de
trés folhas sintoméaticas e assntomédicas de cada amostra, depois de coletados, foram
imersos em solugdo fixativa (Karnovisk's modificado), pH 7,2, por um periodo de 24 h.
Em seguida, foram transferidos para liquido crio-protetor (glicerol 30%) por 30 min e
cortados transversdmente em nitrogénio liquido. As secgBes obtidas foram trandferidas
para solucdo de tetroxido de Gsmio 1% em &gua por 1 hora e subseglentemente
desidratada em uma série de acetona (30, 50, 70, 90 e 100 % por trés vezes) e depois
levadas para 0 aparelho de ponto critico. Os espécimes obtidos foram montados em
stubs cobertos com ouro e observados em microscopio eetronico de varredura LEO 435
VP. Foram geradas e regidradas digitadmente imagens geradas a 1500 vezes de
aumento para contagem do nimero de vasos colonizados e também a outros aumentaos,
para cada amosira, nas condicdes de traba ho de 20 Kv e distancia de trabalho de 9 mm.

As imagers geradas foram gravadas e abertas no Software Photopaint do pacote
Corel Draw 9 e selecionadas para a e aboracdo deste capitulo.

5.3.3 Reisolamento da bacté&ia em meio PWG

Para 0 isolamento da bactéria das folhas utilizo-se 0 méodo de Hill & Purcell
(19958), adaptado por Almeida et a. (2001). O peciolo e parte da nervura centrd das
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folhas amostradas foram separados, a superficie edterilizada no interior de uma camara
de fluxo laminar utilizando Clorox 5 % , cortados em peguenos pedacos e trandferidos
para tubos de vidro (16 cm de didmetro) contendo 2 mL de PBS, pH 7,2. As amostras
foram homogeneizadas a 25000 rpm em homogeneizador de tecidos (modelo Turrax,
Marconi SA., Piracicaba, SP, Brasil). A suspensdo homogeneizada foi diluida 10 vezes
e entdo plagueada em meio olido Periwinkle Wilt Gelrite (PWG) Hill & Purcel
(19953). As placas foram colocadas em incubadora a 28 °C por duas semanas, quando o
nimero de unidades formadoras de colbnias foi estimado. A quantidade de UFC/g de
tecido foliar foi caculada com base no peso inicid das amodtras e diluicgo. Colbnias de
cada isolado foram submetidas a0 teste PCR “polymerase chain reaction” para confirmar
apresenca da bactéria X. fastidiosa.

5.4 Resultados

5.4.1 Quadr o sintomatol 6gico apresentado pelasplantas

ApGs 45 dias da inoculacdo foram observados sntomas gerais de murcha,
amardlecimento, florescimento precoce e necrose das folhas inferiores em todas as
variedades, sendo que estes foram mais intensos nas plantas inoculadas. Porém até 75,
dias os sintomeas tipicos da doenca em fumo, como descritos por Lopes et a. (2000) e
descritos acima, ndo foram observados. As plantas foram entéo podadas a 15 cm do
substrato e adubadas, o que resultou na recuperacdo do vigor. Apés 30 dias da poda,
foram observados os sintomas da doenca (Figura 1) em todas as variedades, sendo que o
periodo entre o gparecimento dos sintomas nas primeiras plantas e nas Ultimas foi de
aproximadamente 15 dias. Para variedade RP1, os sintomas verificados foram peguenas
lesbes no bordo das folhas mais velhas das brotagbes, que iniciaram como manchas
trandlcidas, e muitas vezes eram circuladas por um amardecimento (Figura 1B). Na
variedade TNN foram observadas gpenas manchas amareladas entre as nervuras (Figura
1 C e E). Entretanto, os dntomas mas intensos e o maor vigor foram verificados na
variedade Havana com peguenas manchas necréticas em toda a folha (Figura 01 A e D),

que apds 20 dias, evoluiram para a codescéncia e senescéncia tota das folhas. Nesta



vaiedade, foram também observadas peguenas manchas trandlcidas que se tornavam
necréticas nas hastes (Figura 2), o que néo foi verificado nas demais variedades e nas
plantas-controle desta variedade. As plantas inoculadas das trés variedades se mostraram
também mais sujetas ap estresse hidrico. Nas horas mais quentes do dia, enquanto as
tesemunhas s mosravam  tdrgidas, as inoculadas apresentavamse  murchas,
Findmente, ndo foram observadas diferencas entre as variedades com reacdo ao
gparecimento dos sintomas no que se refere aos locais de inoculacdo ou ao volume do

inéculo aplicado.

5.4.2 Rever sdo e atraso nos sintomas pela adubacéao com sulfato de aménio
Observou-se uma reversio dos sintomas apos adubacdo das plantas com sulfato
de ambnio. Essa reverso foi observada todas & vezes, que, as plantas com sintomas
foram adubadas. Com respeito a reversdo, as folhas e as &eas que estavam
amardadas se tornavam verdes e na regid ao redor dos pontos necréticos, o tecido
tornava-se sdliente e os pontos necroéticos deprimidos e as folhas gpresentavam um verde
mals intenso e com uma textura mais condggtente (Figura 3). Obsarvou-se também que a
adubacdo atrasou a expressdo dos sSintomas, sendo necessaio um periodo de
goroximadamente um més agpds a adubagcdo para que O quadro sintomatologico

reaparecesse.

5.4.3 Reisolamento das col6nias de X. fastidiosa em meio sdlido e observacao dos
peciolosem MEV

O resolamento de X. fastidiosa a partir das folhas de fumo infectadas revelou
uma populacdo média de bactérias em torno de 1X 10° UFC/g de peciolo nas trés
variedades. O teste de PCR foi podtivo para todas as colonias com morfologia e
dimensdes amilares & de X. fastidiosa.

A MEV dos peciolos das folhas, com sintomas smilares aos das utilizadas no
isolamento, mostrou a presenca de bactérias com morfologia e dimensdes semehantes



& de X fadtidiosa (Hatung et d., 1994) aderidas & paredes dos vasos, formando

Figura 1- Sintomas de Xylella fastidiosa observados em folhas de trés variedades de
fumo: (A) Havana (B) RPL; (C)TNN; (D) vista superior de uma planta de
Havana infectada; (E) vista superior de uma plata de TNN infectada
Observe os sintomeas dainfeccéo nas folhas locdizadas na base das plantas.



Figura 2- Sintomas em hastes da variedade de fumo Havana infectadas com Xylella
fastidiosa. Planta controle a esquerda e sintomética a direita. Foto obtida 120
dias ap0s a inoculacéo.

agregados e com a presenca de material com aparéncia fibrilar e de goma nos vasos do
xilema (Figuras 4B e 5). Apesar das folhas estarem sintomaticas, apenas poucos vasos
esdtavam colonizados por X. fastidiosa e estes se gpresentavam espahados pela seccéo
(Figura 4A). A porcentagem média de vasos colonizados encontrada foi de 4,9, 4,6 e



6,2% para TNN, Havana e RP1, respectivamente. N&o foi possivel encontrar a bactéria
nas folhas de plantas infectadas, mas sem sintomeas.

Figura 3- Detahes da reacdo de plantas de fumo, variedade Havana, infectada com
Xyldlla fastidiosa aadubacéo com sulfato de ambnio. (A) Folha de uma planta
ndo adubada a esquerda e de uma adubada a direita; (B) folha de planta que
foi adubada quando os sintomas iniciais ja eram visivels (observe a reverséo
dos dntomas e que a folha apresentase ainda um pouco enquarquilhada);
pode-se observar & depressdo dos pontos onde 0s sintomas necréticos estéo
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localizados;, (C) Planta de fumo antes da adubacdo e (D) 20 dias apbs a
adubacéo com aulfato de amonio.

3 um

. ; ' ._ :’- - -

Figura 4- Eletromicrografia de varredura de peciolos de folhas de plantas de fumo
infectada por Xylella fastidiosa. (A) Variedade RP1 (as sdtas indicam os
poucos vasos colonizados pea bactéria). (B) Detdes mostrando vasos

epirdados do xilema de fumo da variedade Havana (X) e vasos ocluido a



direita com agregados da bactéria (setd) e possvemente materia fibrilar
(cabe(;a de seta) Foto obtida de pI antas apds 120 dias da inocul acéo.

Figura 5- Eletromicrografia de varredura de peciolo de folhas de plantas de fumo
infectados com X. fastidiosa: (A e C) variedade RPL1, (B, D e F) variedade
Havana e (E) variedade TNN. Em (A) e (B) a seta indica vaso colonizado,
em (C-D) a seta indica bactéria. Cabeca de seta em C indica presenca de
goma junto & bactérias e em (E) materid fibrilar; (F) Seccéo longitudind (a
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seta indica a presenca da bactéria na pontuacdo). (A- E) Seccdo transversal
do peciolo.

5.5 Discussao
Os dntomas geas de murcha, amadecimento das folhas inferiores,
florescimento precoce e necrose margind né& haviam ainda sdo verificados em plantas
de fumo. Porém podem estar relacionados ainfeccdo por X. fastidiosa, ja que se tratam
de sintomas envolvidos com as dteragbes fiSologicas provocadas pela bactéria em
plantas, como j& verificado em videira e citros por Goodwin et a.(1988) e Machado et
d. (1994), respectivamente. Foram também verificados, em duas das variedades
estudadas, sintomas smilares ajueles observados por Lopes e d. (2000) em folhas de
fumo infectadas por X. fastidiosa. A primera, RP1, foi a mesma variedade do referido
trabalho, enquanto que a variedade Havana trata- se de uma nova variedade até entdo néo
estudada. Entretanto, na variedade TNN, os sntomas observados diferiram das demais,
vido que edta variedade agpresentou gpenas amarelecimento internerva. Na variedade
Havana os sntomas foram mais evidentes e a planta manteve as blhas sntomédticas por
um periodo maior de tempo, 0 que nos leva a pensar que esta variedade apresenta uma
melhor resposta que as demais na expressio dos dntomas, € que a0 mesmo tempo,
gpresenta um maior vigor ou capacidade de recuperac@o, ja que a populacéo da bactéria
e 0 nimero de vasos colonizados nas trés variedades ndo diferiram entre 5. Os sintomas
verificados em haste da variedade Havana ainda n&o haviam Sdo descritos para X.
fastidiosa em fumo. Em nosso estudo, 0 tempo para a expressdo dos sintomas em torno
de 120 dias foi um pouco maior do que o obtido por Lopes e d. (2000),
gproximadamente 80 dias para observacdo dos sintomas inicias. Como verificado por
edes autores, 0 tempo necessario para 0 aparecimento dos sintomas em fumo pode
vaiar. Eda variacdo pode ser devido a fatores como: a variedade da planta utilizada, o
volume do inéculo, a temperatura e a condicdo nutriciond. Entretanto, neste estudo a
causa mais provavel da variagdo deve ter sdo a nutriciond, ja que adubagbes foram
fdtas e vigo que a influéncia do volume do indculo ndo foi congtatada Como pdde ser
verificado (Figura 3), a adubacdo com sulfato de amoénio, retardou o gparecimento, bem
como reverteu os sintomas nas brotagdes surgidas apds a poda. Como este fertilizante
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havia sdo aplicado, anteriormente, 0 mesmo pode ter interferido no gparecimento dos
sntomas inicias. A rdacdo entre X. fastidiosa e deficiéncia nutricionad € bem conhecida
em citros (Rossetti & De Negri, 1990). Leite et d (2002), a0 desenvolverem um modelo
para explicar a adesfo e colonizacdo de X. fastidiosa em vasos do xilema, consderaram
que 0s agregados da bactéria poderiam atuar como um filtro araindo e imobilizando
nutrientes transportados pelo xilema, o que impedia que 0s mesmos chegassem &
fohas. Estes autores consideraram ainda que muitos destes nutrientes, como o céalcio e 0
enxofre, podem ser utilizados pela bactéria no processo de adesdo. Consderando este
fato, é provavel que a adubacdd0 possa suprir em pate a deficiéncia dos nutrientes
imobilizados pela bactéria e desta forma retardando a expresso dos sintomas.

A auséncia de relacdo entre o volume do indculo e o tempo para a expressao dos
sintomas pode ter sido devido aos elevados volumes aplicados (200 ou 500 i), acima do
utilizado por Lopes et a. (2000) que foi de 100 mi. E possivel que quando da inoculagio
nem todas as células bacterianas inoculadas encontrem um sitio para a adeséo, devido a0
fao de que acima de um certo volume estes sitios fiquem saturados. Ainda com relagéo
aos sintomas, a obstrucéo de vasos ndo parece ser 0 responsavel pela expressio dos
mMesmos, ja que, um pegueno numero de vasos do peciolo das folhas de fumo
gpresentava-se colonizados (Figura 4). Os valores verificados nas trés variedades estéo
bem abaixo dos observados para citros, cafeeiro e ameixeira (cap3). No caso, o fumo
deve se comportar de maneira andoga a citros, no qua a sintomaologia ndo edta
relacionada ao nimero de vasos colonizados (Alves et d, 2003; Pascholati et d., 2002).

Uma das possives utilizagbes de plantas de fumo infectadas por X. fastidiosa
envolve os estudos da transmissdo da bactéria pelos vetores. No entanto, devido ao baixo
nimero de vasos colonizados e a distribuicdo irregular da bactéria na planta, € provéve
gue a mesma nd sga adequada para edta findidade, ja que devido a esses fatores, a
chance do vetor adquirir a bactéria é pequena. Segundo Hill & Purcdl (1997), a taxa de
transmissdo aumenta quando a populacdo da bactéria na planta também aumenta e que a
mesma estd rdacionada a0 locd na planta onde a cigarrinha vetora se dimenta para
adquirir X. fastidiosa.
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A poda das plantas com baixo vigor e em inicio de florescimento, a 15 cm do
substrato, se mostrou uma boa prética para a manutencéo da longevidade das plantas e
expressio dos sintomas. Uma maior longevidade é importante para a manutencéo dos
isolados da bactéria por mais tempo, sem a necessidade de novas inocul agoes.

Através das imagens de microscopia de varredura (Figura 5), observou-se que X.
fastidiosa coloniza os vasos do xilema de fumo de maneira semehante aos observados
para videira (Tyson et al., 1985) e citros (cap. 4). A adesio da bacté&ia & paredes e a
agregacdo, com consequente oclusfo do [imen dos vasos do xilema com a formacéo de
agregados compactos, presenca de materid fibrilar e gomas sGo aspectos caracteristicos
de X. fastidosa (Figuras 4B e 5), indicando que possivels genes de patogenicidade da
bactéria (Tyson e d., 1985; Silva et a, 2001; Leite et a., 2002) foram também ativos
em fumo.

Em fumo, diferentemente de citros, a maioria dos vasos € do tipo espirdado
(Figura 4 B). Ede tipo de vaso pode facilitar a migragdo da bactéria vaso a vaso,
radidmente, (Alves, 2003) o que poderia explicar a maior rapidez na expresséo dos
sntomas em fumo (goroximadamente 100 dias), quase a metade do tempo requerido por
citros.

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que: a variedade Havana é
a mas indicada das trés para 0 desenvolvimento de trabahos com X. fastidiosa; a
adubacdo das plantas com fontes de nitrogénio deve ser bem plangjada quando se desgja
uma expressio mais rapida dos sintomas, um volume de indeulo de 200m (10°UFC/mL)
gplicado na haste ou peciolo é suficiente para a expressdo de sintomas relacionados a
colonizacdo pda X. fastidiosa, os quais sho intensificados pela poda.



6 ESTUDO DA ADESAO E COLONIZACAO DE INSETOS
VETORES POR Xylela fagtidiosa ATRAVES DA
MICROSOCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

6.1 Resumo

X. fastidiosa é o agente causd de varias doencas de importancia econémica no
mundo, sendo que no Brasl, as principais culturas afetadas sfo citros, cafeeiro e
ameixdra Tem ddo verificado que X. fastidiosa € trangmitida para essas plantas
principdmente  por insgtos vetores, as  cigatrinhas  (Hemiptera:  Cicaddlidee:
Cicaddllinag). Estudos com cigarrinhas em videira tém evidenciado os sitios de retencéo
da bactéria e que a mesma é tranamitida de forma propagativa, mas ndo circulaiva. Para
as cigarinhas de citros, cafedro e ameixeira, comumente encontradas no Brasil, aé o
momento ndo se tem conhecimento dos sitios de retencdo desse patdgeno. O presente
trabalho teve por objetivo estudar e determinar, aravés da microscopia eetrénica de
varredura (MEV), a ades@o e os possiveis sitios de retencéo de X. fastidiosa nas quatro
principals espécies de cigarinhas encontradas em pomares (Acrogonia citrina,
Dilobopterus costalimai e Oncometopia facialis) e viveros (Bucephalogonia
xanthophis) de citros brasleiros. As observagbes modtraram 0s provavels sitios de
retencdo de X. fastidiosa em trés das quatro espécies estudadas. Céulas bacterianas com
morfologia smilar as de X. fastidiosa foram visudizadas aderidas pela parte laterd na
camara do cib&io (sulco longitudina, superficie do cib&io e membrana do diafragma)

de A. citrina e O. facialis e no sulco apodema de D. costalimai, e pela parte polar
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no precib&io de O. facialis. Nenhuma bectéia com morfologia semehante a X.
fastidiosa pode ser encontrada em B. xanthophis. Entretanto, foi possive verificar a
presenca de bactérias que pareciam estar degradando as paredes internas do cibéio desta
espécie de cigarrinha. A identificacdo do modo de adesfo, sitio de retencdo e como a
bactéria coloniza 0 inseto vetor sdo aspectos bésicos para 0 estudo dos genes envolvidos
na adesdo dos isolados brasleros de X. fastidiosa e paa o desenvolvimento de

estratégias visando interferir no processo de transmissdo da bactéria pelo vetor.

6.2 Introducdo

A clorose variegada dos citros (CVC) € uma doenca causada por uma bactéria de
crescimento limitado ao xilema, X. fastidiosa, que desde 1987 tem afetado a citricultura
paulista e brasileira (Chagas et d. 1992; Chang et d., 1993; Rosstti et d, 1990) e nos
Ultimos anos tem causado grandes perdas (Monteiro et d, 2001 b). Esta bactéria tem
também afetado varias outras espécies de plantas no Brasil, sendo as principas, cafegiro
(ParaddlaFilho et d., 1997) e ameixera (Kitgimaet a., 1981)

X. fastidiosa pode ser tranamitida para plantas hospedeiras por enxertia ou por
cigarinhas (Hemiptera: Cicaddlidag) principdmente as da subfamilia Cicaddlinae, que
se dimentam nos vasos do xilema (Purcel & Hopkins, 1996). Embora um requisito para
a tranamissfo sga a dimentacdo no xilema, tem-se observado uma eficiéncia variave de
transmissdo entre as cigarrinhas vetoras em citros, sendo que as da tribo Cicaddlini sdo
mais eficientes que as da Proconiini (Krigner et d., 2000). No Brasl, dentre as
cigarrinhas vetoras com maior importancia na transmissdo da bactéria em condigdes de
campo para citros estédo Dilobopterus costalimai, Acrogonia terminalis (A. citrina) e
Oncometopia facialis (Roberto et d., 1996) e em viveiros Bucephalogonia xanthophis
(Fundecitrus, 2000; Roberto et d., 2000). Esses insetos adimentam-se principamente do
suco dos vasos do xilema, de onde retiram aminoécidos e minerais. Em videra, uma
caacterigica importante que digtingue a transmissio de X. fastidiosa de outros
procariotos fitopatogénicos € o fato de que os adultos das cigarrinhas podem tranamitir a
bactéria logo ap6s a aquisicdo e continuam a trangmitir eficientemente pelo resto do
ciclo de vida, que pode durar meses (Purcel et a., 1979), devido a capacidade da
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bectéria de multiplicar-se no vetor (Purcdl & Finlay, 1979). Purcdl e d. (1979)
também observaram através da microscopia eetronica de varredura, que a bactéria pode
forma densa agregagdo de céulas no precibario, na bomba do cib&io e na entrada do
esdfago do tubo digestivo anterior (estomodéu) dos insetos. A presenca da bactéria na
parte anterior do inseto, com retencdo da infectividade por toda a vida do vetor, sugere
gue a transmissio € propagativa e ndo circulativa (Purcdl & Finlay, 1979). Para cafegiro
e ameixara anda ndo se conhece a eficiéncia de transmissdo pelas cigarrinhas vetoras.
Com relacdo & egpécies de cigarrinhas transmissoras de X. fastidiosa no Brasil, nenhum
trabaho ultra-estruturd, visando alocdizacdo do sitio de retencdo do patdgeno, o modo
de adesdo e colonizacdo foi redizado aé o momento. O que seria importante ja que as
edirpes de X. fastidiosas em citros apresentam diferencas genéticas em rdacéo &
estirpes ja estudadas de outros hospedeiros.

Tendo em vida edtes fatores, 0 objetivo deste estudo foi observar os 6rgdos
internos (estomodéu) de quatro das principais espécies de cigarrinhas encontradas em
pomares e viveiros citricos brasileiros, A. citrina, B. xanthophis, D. costalimai e O.
facialis (Hemiptera Cicaddlidaes Cicaddlineg), associadas a trangmissio de X
fastidiosa e identificar os sitios de retencéo, 0 modo de adesio e a colonizagdo dos
isolados brasileiros de X. fastidiosa através daMEV.

6.3 Material e M étodos

6.3.1 Criacéo deinsetos vetores sadios

Eda pate do expeimento foi desenvolvida no Setor de Entomologia da
ESALQ/USP pelo Prof. Jodo R. S. Lopes e sua equipe. Cigarrinhas sadias foram obtidas
através da criagdo de ninfas em plantas sadias (ou ndo hospedeiras) de X. fastidiosa. Para
se obter os ovos de cigarinhas, adultos de campo foram coletados e confinados para
oviposicao por 7 a 14 dias sobre plantas de Vernonia condensata (“boldo” ou “adum&’)
ou citros Citrus sinensis (de viveros certificados). Plantas de V. condensata contendo
ovos de B. xanthophisou D. costalimai, foram transferidas diretamente para gaiolas com

formato retangular (50x60x70 cm) de tecido do tipo tule, para 0 desenvolvimento das
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ninfas. Quando citros foi usado como planta para oviposcéo, as folhas com ovos foram
destacadas e colocadas no interior de placas de Petri. Os peciolos foram cobertos com
um adgoddo Umido para manter as folhas tlrgidas. As placas de Petri foram mantidas em
incubacdo a 25 °C e monitoradas diariamente para a eclos®o das ninfas. Ninfas recém
eclodidas foram transferidas para plantas de boldo (n&o hospedeira de X. fastidiosa) no
interior de gaiolas de criacdo. Para A. citrina e O. facialis, plantas sadias de citros foram
utilizadas para o desenvolvimento das ninfas a partir do 32 ingar até a emergéncia dos
adultos.

6.3.2 Aquisicdo do inéculo de X. fastidiosa
Para a obtencéo de cigarrinhas infectivas, adultos de A. citrina, B. xanthophis, D.

costalimai e O. facialis foram submetidos a um periodo de acesso aaquisicdo (PAA) de
48 h em plantas-fonte sintomaticas de citros infectadas com o isolado CCT6570, ou de
cafeairo com o isolado CCT 6756 ou ameixeira com o isolado PLS1 de X. fastidiosa e
mantidas em telados da &ea experimental do Setor de Entomologia da ESALQ/USP.
Algumas cigarrinhas das espécies A. citrina e D. costalimai foram mantidas gpenas em
plantas sadias e utilizadas como controle. Para as espécies B. xanthophis e O. facialis
n&o e teve insetos-controle com PAA em plantas sadias.

Apds a aquisicio as cigarrinhas foram mantidas em plantas de V. condensata sadias
por um periodo variavel de incubacdo e retencdo da bactéria, de uma a quatro semanas, e
em seguida preparadas para MEV. Uma parte foi retirada para o teste de PCR
“Polymerize Chain Reaction”, conforme metodologia descrita por Cigpina & Lemos
(2001) para a confirmagdo da presenca da bactéria nos insetos. O nimero de insetos
preparados de cada espécie e a data da preparacdo sdo apresentados na Tabela O1.

6.3.3 Preparacéo das cigarrinhas para Microscopia Eletrdnica de Varredura

A preparacd0 e observacdo das amostras em microscopio eetrénico de varredura
foram redizadas no NAP/MEPA da ESALQ/USP. As partes anteriores das cigarrinhas
foram imersas em solugéo fixativa (Karnovisk's modificado), pH 7,2 por um periodo de
24 h. Em seguida, foram transferidas para liquido crio-protetor (glicerol 30%) por 30
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min e cortadas em vérios planos (transversd, longituding; nos lados dorsa e ventrd) em
nitrogénio liquido, procurando direcionar 0s cortes para a regido do cibario. As seccles
obtidas foram transferidas para uma solucdo de tetroxido de 6smio 1% em &guapor 1 h e
subsequientemente desidratadas em uma série de acetona (30, 50, 70, 90 e 100% por trés
vezes) e depois levadas para 0 aparedho de ponto critico. Os espécimes obtidos foram
montados em stubs cobertos com ouro e observados em microscopio eetronico de
varredura LEO 435 VP.

Algumas vezes, uma vaiacd da metodologia foi utilizada para fadlitar a
recuperacdo das partes seccionadas. Previamente a transferéncia dos espécimes para o
glicerol 30 %, foi preparado um meio de &gar/dgua 5% e as partes do inssto foram
imersas nete melo, o qua foi trandferido para a geladera por 1 h para adquirir
conssténcia. Apds este procedimento, pedacos do meio contendo as partes do inseto
foram transferidos para o glicerol 30% e subseqlientemente seccionados e preparados

para observacao, conforme a metodologia descrita acima.

6.4 Resultados

6.4.1 Eficiéncia de exposicéo dos possiveis sitios de retencao de X. fastidiosa

Um totd de 108 cigarrinhas foi dissecado, sendo 50 de A. citrina, 12 de B.
xanthophis, 28 de D. costalimai e 18 de O. facialis. Destas, 91 cigarinhas tiveram um
PAA de 48 h em plantas infectadas com X. fastidiosa e 17 com PAA de 48 h em plantas
sadias, sendo 12 de A. citrina e 5 de D. costalimai (Tabela 1). Deste total, em 49,1% dos
insetos dissecados e preparados para MEV observou-se uma exposicéo e visudizagéo
satisfatdria dos provéveis sitios de retencdo de X. fastidiosa. Foi possivel reconhecer em
A. citrina, D. costalimai e O. facialis (Figura 1) e em B. xanthophis (Figura 2A) a
camara do cibé&rio (ou bomba de sucgdo), membrana do diafragma, cana do precibé&io
(cand edreito que liga os ediletes ao cibario), abertura do precibério, abertura do
esdfago, sulco longitudind do cibéio (edtreito cand que liga o cand do precib&io a

entrada do esbfago) e a membrana do diafragma (a qual forma uma cavidade dorsd,



chamada sulco apodemal). Foi também possivel reconhecer outras partes do aparelho
buca do inseto como rostro (estojo anterior que segura os estiletes) e os musculos do
diafragma (a musculatura clipeal que opera a bomba de sucgdo, conectada externamente
no sulco gpodema e aos musculos do diafragma).

A medida que se foi adquirindo prética no corte das cigarinhas utilizando-se
nitrogénio liquido, o uso de &gar/agua para envolver os espécimes previamente ao corte

n&o foi mais necessario.

6.4.2 Localizacdo de X. fastidiosa nos sitios de retencéo

Nas cigarrinhas com PAA de 48 h em plantas sadias ndo foi possivel encontrar
quaquer bactéria. No entanto, nas cigarrinhas com PAA de 48 h em plantas infectadas
foi possivel encontrar bactérias com morfologia e dimensdes correspondentes & de X.
fastidiosa em 22 % do total de insetos dissecados ou 43,5% dos insetos dissecados com
sucesso em trés das espécies estudadas, sendo onze para a espécie A. citrina, seis paraa
espécie O. facialis e dois para a espécie D. costalimai (Tabela 1). Ja para a especie B.
xanthophis ndo foi possivel encontrar bactérias com morfologia semehante a X
fastidiosa, porém em um espécime foram verificadas bactérias com forma de bastonetes
curtos, aderidas & paredes intenas da camara do cibério. Estas bactérias com
comprimento bem menor que os de X. fastidiosa, pareciam estar degradando a superficie
interna ventral do cibario (Figura 2).

Em A. citrina, numerosos agregados de bacté&ia foram encontrados na face
interna da membrana do diafragma, na base do musculo dilatador. Detalhada observacéo
dos agregados mostrou a presenca de um materiad amorfo, possvemente goma
fadtidiana e materid fibrilar junto & bactérias (Figuras 3 e 4). Ainda na parte interna do
diafragma, entre os pontos de insercdo dos musculos cdlipeais, foi possivel verificar mais
um provave sitio de ligacdo de X. fastidiosa (Figura 5). Em A. citrina foi ainda possivel
encontrar X. fastidiosa no sulco gpodemd, no sulco longitudind e no précibario (Figura
6).

Das ss cigarrinhas da espécie O. facialis com presenca de X. fastidiosa, trés

foram adimentadas em citros com isolado da CVC e tré em amexera com o isolado
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PLS. Nas que s dimentaram em cafeeiro, em nenhuma foi possivel encontra a bactéria
X. fastidiosa pode também ser encontrada nas cigarrinhas aimentadas em citros no sulco
longitudind do cib&io (imagem nd modrada). Nas cigarinhas dimentadas em
ameixera infectadas com um isolado da PLS, X. fastidiosa foi encontrada no précibario
(cand e vdvula do precib&io), na superficie ventrd da camara do cibéio (regido
proxima ao précibério) e no sulco longitudina do cibario (Figuras 7, 8 € 9).
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Figura 1- Eletromicrografia de varredura do corte longitudind da cabeca de cigarrinhas
de citros mostrando os provaveis sitios de retencdo de Xyldla fastidiosa e
outras partes da cabeca (partes descritas nas imagens) (A-F). (A e B)
Acrogonia citrina; (C-E) Dilobopterus costalimai, sendo (D) um detahe do
cand dimentar; (F) Oncometopia facialis.
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Tabela 1. NUmero de cigarrinhas sadias ou infectadas com Xylella fastidiosa dissecadas
e preparadas para MEV e frequéncia de sucesso na dissecacdo e visuaizacdo

da bactéria nos insetos.

Data da Planta fonte p/ NZ. de N°. de N°. de
dissecacéo aquisicéo Espécie de cigarrinha insetos insetos com insetos com
dissecados  sucesso® bactérias’

Inf.°Sad.® Inf. Sad. Inf. Sad.

16/06/01  Citrus sinensis Acrogonia citrina 20 8 9 3 7 0

Dilobopterus costalimai 12 5 7 2 2 0

5/07/01 C. sinensis A. citrina 12 4 9 2 4 0

16/07/01  C. sinensis A. citrina 2 - 2 - 0 -

D. costalimai 4 - 2 - 0 -

5/12/01 C. sinensis A. citrina 4 - 2 - 0 -

D. costalimai 7 - 3 - 0 -

07/03/02  C. sinensis Oncometopia facialis 8 - 5 - 3 -

9/04/02 C. sinensis Bucephal ogonia 12 - 6 - 1° -
xanthophis

06/05/02 Coffeaardbica  O. facialis 5 - 4 - 0 -

Prunus domestica O. facialis 5 - 4 - 3 -

Total 91 17 46 7 20 0

#NUmero cigarrinhas com exposicio da cAmara do cibério;

b Nimero de cigarrinhas dissecadas no qual agregados de bactéria foram encontrados;
¢ NUmero de cigarrinhas dissecadas com periodo de acesso aaquisicio de48 h
4 Nmero de cigarrinhas sem PAA (sadias) dissecadas.

€ Inseto com visudizagio de bactérias em forma de bastonetes curtos, mas que ndo eram X.
fastidiosa;
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Figura 2- Eletromicrografia de varredura de um corte longitudind da cabeca de
Bucephalogonia xanthophis mostrando os provaves sitios de retencdo de X.
fastidiosa. Nota-se, entretanto, que nenhuma célula de Xylella fagtidiosa foi
encontrada, porém, apenas uma bactéria com morfologia diferente. (A) Vida
gerd da camara do cib&rio; (B) detahes da bactéria encontrada colonizando a
superficie interna ventral do cib&io. A &ea em B € um aumento da area do
quadrado em A. Inseto alimentado previamente por 48 h em planta de citros
infectada com isolado de X. fastidiosa, causador da CVC.
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Em D. costalimai foi possivd encontras X. fastidiosa em dois dos exemplares
disssecados. A bactéria pdde ser encontrada no sulco longitudina do cibario (imagem
ndo mostrada) e na regido do diafragma no sulco apodema (Figura 10). O teste de PCR
foi pogtivo para todos os grupos de cigarrinha testados, mostrando que as mesmas
haviam adquirido X. fastidiosa.

[ f
-

.r e - : : '
waclf ¥ Diafragma
; RE.

-$'__ =

dilatador

e

Figura 3- Eleromicrografia de varedura de um corte longitudind da cabeca de
Acrogonia citrina mostrando vérias partes. (A) vista gerd das partes da
cabeca; (B) detdhes da &ea indicada pela seta e quadrado em A com a
presenca de bactérias semelhantes a Xylella fastidiosa; (C) detalhes da &rea
indicada pelo quadrado em B. Nota-se, a presenca de células de X. fastidiosa
envoltas por um materid fibrilar. B = cdulas bacterianas. Inseto dimentado
previamente por 48 h em planta de citros infectada com isolado de X.
fastidiosa, causador daCVC.
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Figura 4- Eleromicrografia de varedura de um corte longitudind da cabeca de
Acrogonia citrina. (A) uma vida dorsd e externa do cibaio mostrando
orificios e fissuras na membrana do diafragma; (B) detdhes de uma fissura
na membrana mostrando uma agregacéo interna de céulas semehantes a
Xyldla fastidiosa; (C) detahes de um orificio indicado pelo quadrado em A,
mostrando uma agregacéo interna de bactérias, (D) detahes da &ea em C
mosgirando cdulas de X. fastidiosa envoltas por um materia amorfo. Inssto
dimentado previamente por 48 h em planta de citros infectada com isolado
de X. fastidiosa, causador daCVC.



Figura 5- Eletromicrografia de varredura mostrando uma parte interna da membrana do
diafragma, cand apodemd de Acrogonia citrina (A). (B) detalhe da aea
indicada pelo quadrado em A, onde se observa a presenca de agregados de
bactérias semelhantes a Xylella fastidiosa; (C) detahes da &rea indicada pelo
quadrado em D, modtrando cdulas de X. fadtidiosa aderidas polar e
laerdmente na membrana do diafragma Inseto dimentado previamente por
48 h em planta de citros infectada com isolado de X. fastidiosa, causador da
CVC. B = Cdulas de X. fastidiosa.
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Figura 6- Eletromicrografia de varedura mostrando uma visio gerd da camara do
cibario de Acrogonia citrina (A). (B-D) detdhes das respectivas areas
indicadas pelo quadrado em A, onde se observa a presenca de bactérias
semdhantes a Xylella fastidiosa; (E) detadhes da area indicada pelo quadrado
em D. Inseto alimentado previamente por 48 h em planta de citros nfectada
com isolado de X. fastidiosa, causador da CVC.
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Figura 7- Eletromicrografia de varedura mostrando uma visio gerd da camara do
cibario de Oncometopia facialis com indicacdo dos sitios de ligacdo de
bactérias semehantes a Xylella fastidiosa (A). (B) detalhes da area indicada
pelo quadrado em A, onde se observa a presenca da X. fastidiosa no cana do
pré-cibério; (C) detalhes da area indicada pelo quadrado em B, mostrando a
presenca das cdlulas de X. fastidiosa aderidas polarmente a parede do canal e
possvemente de goma fadidiana B = cdulas bacterianas e G = goma
fadidiana. Inseto dimentado previamente por 48 h em planta de ameixera
infectada com o isolado PLS de X. fastidiosa.



Figura 8- Eletromicrografia de varredura mostrando uma visdo gera da regido préxima
a0 pré-cib&io de Oncometopia facialis com indicacdo da presenca de
bactérias semehantes a Xylella fastidiosa na parede do cibario e no sulco
longitudina (A). (B) detalhes da area indicada pelo quadrado em A, onde se
observa a presenca da X. fastidiosa aderida polarmente a parede do cibario;
(C) detdhes da &ea da vdvula do pré-cib&io (regido locdizada no find do
cand do cibario) mostrando a presenca de cdlulas de X. fastidiosa. B = células
bacterianas. Inseto dimentado previamente por 48 h em planta de amexera
infectada com o isolado PLS de X. fastidiosa.
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Sulco longitudinal

Figura 9- Eledromicrografia de varedura do sulco longitudind do cibaio de
Oncometopia facialis (regido mostrada na Figura 7) indicando uma regiéo
com bactéria semehante a Xylella fastidiosa aderida (A); (B) detdhes das
cdulas bacterianas aderidas laterdmente, sem a presenca de materid
amorfo. Inseto dimentado previamente por 48h em planta de ameixera
infectada com o isolado PLS de X. fastidiosa.
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Figura 10- Eletromicrografia de varredura de um corte sagital da cabega de Dilobopterus

costalimai. (A) mostrando uma visdo gerad do cibéio, com atencéo para a
parte interna do sulco apodema (quadrado). (B) detahe da &rea indicada pelo
quadrado em A, parte interna da membrana do diafragma, onde se observa a
presenca de bactéria semelhante a Xylella fastidiosa nos pontos de insencéo
dos musculos na membrana do diafragma; (C) detdhes da é&rea indicada pelo
quadrado em B, mostrando células de X. fastidiosa aderidas laterdmente na
mesma regido dexrita anteriormente muisculos.  Insgto  dimentado
previamente por 48 h em planta de citros infectada com isolado de X.
fastidiosa causador da CVC.



6.5 Discussdo

Egte estudo trouxe informagBes importantes a respeito das cigarrinhas estudadas.
Primeiro a metodologia utilizada permitiu reconhecer as partes do estomodéu do inseto,
incluindo os provaveis sitios de retencéo de X. fastidiosa. Estas informagtes podem ser
Uteis para 0 desenvolvimento de trabahos futuros que procurem estudar a influéncia dos
produtos de genes envolvidos na adesio dos isolados brasileiros de X. fastidiosa e para o
desenvolvimento de edtratégias visando interferir no processo de transmissdo da bactéria
pelo vetor, um dos objetivos do projeto genoma funciona coordenado pela FAPESP.
Segundo, por ter permitido locdizar os principais sitios de retencdo de X. fastidiosa nas
cigarrinhas mais comuns em pomares citricos no Brasil.

Os principais sitios de retencdo de X. fastidiosa em trés das espécies de
cigarinha estudadas foram a cmara do cib&io (sulco longitudind, superficie ventrd e
membrana do diafragma) de A. citrina e O. facialis, no sulco apodema de D. costalimai
e 0 precibdrio, incluindo o cand e a vavula precibarid de O. facialis (Figura 1). Estas
regides jA sdo descritas como sitios de retencdo de X. fastidiosa nas cigarinhas
Graphocephala atropunctata (Purcdl et d., 1979) Homalodisca coagulata (Brlansky et
d., 1983), que dimentan em videira e outras frutiferas nos EUA, mas ndo para as
cigarinhas vetoras da X. fastidiosa em citros. Nestes locais a bactéria pdde ser
encontrada aderida na posicéo latera e polar. Especiamente em O. facialis com PAA de
48 h em ameixeira infectada com o isolado PLS (Figuras 7 e 8), a bactéria foi encontrada
aderida na posicdo polar na regido proxima ao pré-cibario. Segundo Brlansky et d.
(1983) as bactérias presentes nesta regido do cand dimentar do inseto vetor podem ser
prontamente transmitidas. A presenca da bactéria ligada polarmente nesta regido sugere
gue a mesma pode Uutilizar esta forma de adesdo nedta regido para facilitar 0 processo de
remocdo e inoculagdo da bacté&ria. Nos demais sitios de retencdo a bactéria foi
encontrada ligada lateramente a superficie, estes locais sGo considerados por Purcell et
a (1979) como provavess sitios de multiplicacdo da bactéria (Figuras 3, 4, 5, 6 e 10).
Como pode ser observado no Cap 7, X. fastidiosa inicia o processo de multiplicacéo e

formacdo do biofilme aderida laterdmente. O mesmo ocorrendo nos vasos do xilema



como pode ser constatado no Cap. 4. Porém, mesmo nos vasos do Xilema, gpds o inicio
da colonizacdo pode se observar a adesdo polar da bactéria as paredes do vaso.

A presenca de materid amorfo (gomas e materid fibrilar) envolvendo as cdulas
das bactérias no inseto, como também verificado por Purcell et d. (1979), sugerem que
X. fastidiosa deve produzir nos insetos as mesmas substéncias extracelulares observadas
em plantas (Tyson et a. 1985) e Cap 4.

A principd contribuico deste estudo foi verificar que os sitios de adesdo para as
cigarrinhas dos citros foram os mesmos ja relatados para as cigarrinhas da videira e que
a bactéria foi encontrada em dtas populagdes nestas cigarrinhas, 0 que nos faz pensar
que, uma possivel explicacdo para a menor eficiéncia na transmissio da bactéria pelas
cigarrinhas dos citros (Krigner et a., 2000; Lopes, 1999; Yamamoto et d., 2002) possa
edar relacionada a digtribuicdo irregular da bactéria em vasos do xilema de citros, que
gpresenta também uma menor propor¢do de vasos colonizados, como constatado no Cap.
3., 0 que pode afetar a taxa de aquiscdo ou mesmo pela presenca de agum fator

inibitdrio em plantas de citros que afete a eficiéncia dainoculacdo e infeccéo.



7 FORMACAO DE BIOFILME POR Xylella fastidiosa SOBRE
SUPERFICIE DE POLIESTIRENO - METODOLOGIA PARA
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE
BACTERIAS

7.1 Resumo

O bidfilme bacteriano tem sSdo descrito como uma comunidade de céulas
vivendo aderidas a uma superficie, sendo que ese et envolvido em véaias aividades
importantes para a sobrevivéncia das bactérias em seus nichos. No caso de X. fastidiosa,
o biofilme tem ddo apontado como um importante fator de patogenicidade, sendo
consderado um dos eementos chaves na expressio da “Clorose Variegada do Citros’
(CVC) e sintomas de outras doencas pela bactéria causada em diferentes hospedeiros.
Nesse estudo, 0 objetivo foi desenvolver uma metodologia para acompanhar, aravés da
microscopia eletronica de varredura (MEV), as fases de formacdo do biofilme por X.
fastidiosa sobre uma membrana de poliestireno. Para a validagdo da metodologia trés
outras espécies de bactérias também foram utilizadas: Clavibacter michiganense subsp.
michiganense, Bacillus subtilis e Pseudomonas sp. O procedimento proposto foi
dividdo em quatro etapas. (1) preparacdo de laminas cobertas com pelicula de
poliesireno (LPP), seguindo a metodologia de Leite & Nicholson (1992); (2
edterilizacdo das LPP no interior de tubos, tipo "Facon”; (3) adicdo de meio de cultivo
PW e bactérias, com posterior incubacéo e agitacéo dos tubos por periodos variaveis, (4)
separacdo das peliculas da 1&mina e preparo das mesmas para MEV. Os resultados

obtidos revelaram as varias fases da formacéo do biofilme, aspectos da sua arquitetura e
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mostraram que a técnica € uma ferramenta adequada para o estudo de hbiofilmes
naturdmente formados e também da morfologia das bactérias, sendo que X. fastidiosa
gpresentou uma relacdo comprimento/largura maior que o dobro das demas bactérias
estudadas. No caso de X. fastidiosa, verificouse que a adesdo inicia da bactéria ocorre
na auséncia da producdo de exopolissacarideos e que somente gpds agum tempo a goma

fastidiana comeca a ser produzida na colénia

7.2 Introducdo

X. fastidiosa (Well et d., 1987), causadora da clorose variegada dos citros
(CVC), é um dos principais patdgeno da cultura no Brasil. A perda anud com a doenga é
estimada em até 1 milhdes de ddlares a0 ano, sendo que mais de 60 milhdes de avores
de laranjeiras doce estdo afetados (Monteiro et a., 2001b). A oclusdo de vasos, causada
pela adesio e agregacdo das células bacterianas no 1Umen do xilema, parece ter um pape
chave no desenvolvimento dos sintomas causados pela bactéria em citros. A presenca da
goma fadtidiana (Silva et a., 2001) foi indicada como sendo importante para a adeséo
das bactérias umas & outras e para a formacéo do biofilme por Smpson et a. (2000). O
biofilme bacteriano tem ddo descrito como uma comunidade bacteriana que vive
aderida uma & outras e a uma superficie. Este gpresenta varias fungdes para as bactérias,
tanto para patdgenos humanos e vegetais como para sapréfitas, as quais podem envolver
0 acumulo de nutrientes, protecdo contra intempéries, concentracdo da atividade de
enzimas, reducdo do impacto de compostos toxicos e antibidticos (Cogterton & Irvin,
1981; Watnick & Kolter, 2000). No caso de X. fastidosa, o biofilme também pode estar
envolvido na viruléncia da bactéria (Smpson et d., 2000). Chagas et d. (1992), através
do uso da microscopia eetronica de transmissdo, nostraram ser possivel a visuaizagéo
de uma matriz envolvendo X. fastidiosa no interior da planta, a qua € hoje referida como
gomafadidiana (Slvaet d., 2001).

Estudo sobre a formacéo do biofilme e da importéncia desse para fitopatdgenos
S80 escassos, principamente para patdgenos que colonizam os vasos do xilema Tavez,
a ecasez de trabahos nesta &ea se deva a fdta de metodologia para 0 estudo da

formacdo de biofilme em condigbes de laboratdrio. A superficie de poliestireno é
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hidrofébica, smilar & superficies vegetais e foi utilizada por Leite & Nilcholson (1992)
para 0 estudo da germinacdo de esporos de Colletotrichum graminicola, sendo esta
também largamente utilizada na &ea médica paa 0 estudo da adesio de bactérias
(Bridgett e d., 1992), como exemplo, Buck & Andrews (1999) mostraram que
Rodosporium toruloides é capaz de formar biofilme sobre uma supeficie de
poliegtireno.

Consgderando estes fatos, 0 objetivo neste estudo foi o de desenvolver uma
metodologia utilizando pelicula de poliestireno e acompanhar, aravés da microscopia
eetrénica de varredura, a formacdo do biofilme sobre supeficie artificid por X.

fastidiosa e mais trés espécies de bactérias.

7.3 Material e Métodos

7.3.1 Condicdes experimentais e indculo

Laminas de vidro para microscopia de luz foram revestidas com uma pelicula de
poliegireno (LPP), conforme metodologia desenvolvida por Leite & Nilcholson (1992).
As LPP foram tranderidas para o interior de um tubo tipo "Falcon” de 50 mL e
autoclavadas por 20 min a 120 °C. Para o interior destes tubos foram transferidos um
volume de 25 mL de meio PW liquido (Davis et d., 1981) e 1 mL de uma suspensio
bacteriana de X. fastidiosa (isolado 9abc) crescida por 15 dias a 28 °C e agitacéo
congtante a 150 rpm, na auséncia de luz. O tubo Falcon foi transferido para o interior de
um erlenmeyer, o qua foi colocado no interior de uma estufa em condigBes semelhantes
& mencionadas acima para 0 crescimento da bactéria O materid foi mantido nestas
condicBes por 20 dias e a partir do décimo dia, amostras da regido proximas a superficie
do meio foram retiradas a cada cinco dias e preparadas para MEV, para acompanhar a
formacao do biofilme.

Semedhante metodologia foi utilizada para 0 estudo da formagéo do biofilme por
mals trés outras espécies de bactérias. C. michiganense subsp. michiganense, B. subtilis

e Pseudomonas §p crescidas por 2 dias em meio King B. Entretanto, devido ao rdpido



crescimento destas bactérias, o periodo de manutencdo da bactéria em cultivo foi de

apenas 3 dias, sendo que a partir do segundo dia as amostras comecaram a ser retiradas.

7.3.2 Preparo do material paraMEV

Depois de retiradas as LPPs dos tubos, a pelicula foi separada da lamina e a
regid do biofilme na peicula foi cortada e fixada por 24 h em solucéo de Karnovisk's
modificado, lavada em tampdo cacodilato (trés vezes de 10 min), pos-fixada em
tetroxido de ésmio 1% em agua por 1 hora, desidratadas em gradiente de etanol (25, 50,
70, 95, e 100% por trés vezes) e em seguida levadas para aparddho de ponto critico
(MEDO10, BALZERS), sendo as amostras montadas em suportes de duminio (stubs)
com auxilio de uma fita adesiva de carbono, cobertas com ouro e observados no MEV
LEO 435 VP do NAP/MEPA —ESALQ/USP.

Para a comparacdo das bactérias crescidas ro biofilme formado sobre a pelicula
com aguelas desenvolvidas em meio sdlido, dgumas colonias de X. fastidiosa em meo
PW sdlido foram também preparadas para MEV. Para isso pedacos do meio de cultivo
contendo colbnias da bactéria foram cortados, preparados e observados de maneira
smilar a0 descrito acima, sendo que, gpenas a desidratacdo foi redizada em uma s&ie
de acetona.

7.4 Resultados

7.4.1 Fases da formacao do biofilme por X. fastidiosa em pelicula de poliestireno

Foi possive verificar as diversas fases da formacdo do biofilme na pdicula O
processo comeca com agumas cdulas de X. fastidiosa aderidas a pelicula (Figura 1A).
Em seguida, observa-se uma smples camada de cdulas sem a presenca de qualquer
subgténcia semdhante a goma fadtidiana (Figura 1B). Na fase seguinte, pode-se observar
a presenca de adgumas células ligadas & outras, a deposicdo de uma camada adiciona de
céulas e o inicio da producdo de um exopolissacarideo (Figura 1C-D). O processo
continua com a expansdo da coldnig, inicio da formagdo de outras e unido das mesmeas,

com intensficacdo da camada de exopolissacarideo (Figura 1E). Na Ultima fase, as
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colonias j& edd0 unidas, com véaias camadas de cdulas e uma fina camada de materiad

seme hante agoma recobrindo quase todas as células bacterianas (Figura 1F-G).

7.4.2 MEV de colonias de X. fastidiosa

Estudos envolvendo a MEV mostraram que em meio de cultivo as células de X.
fastidiosa crescem formando varias camadas de cdulas unidas umas as outras, sem a
deposicdo aparente de exopolissacarideo (Figura 1H). Foi também possivel observar que
as cdulas em meo de cultivo PW solido gpresentam uma relacdo comprimento-largura
menor, ou sga, as cdulas B0 menores do que as observadas sobre a pdicula de

poliestireno (Figura 1H).

7.4.3 Emprego da pelicula de poliestireno para o estudo da formagéo do biofilme
por bactérias

Os resultados da formacdo do biofilme em pelicula de poliestireno para outras
bactérias foram comparados com os de X. fastidiosa, mostrando que a técnica permitiu o
estudo da formacdo do biofilme para C. michiganense subsp. michiganense, B. subtilise
Pseudomonas sp. (Figura 2). N&o foi possivel verificar a producéo de goma por estas
bactérias como a observada para X. fastidiosa, porém a presenca de materia extracdular
pode ser observada no biofilme formado por C. michiganense subsp. michiganense e
Pseudomonas sp (Figura 2F-H). Além de permitir a observagdo das diversas fases da
formacdo do biofilme, foi também possivdl 0 uso da técnica para o estudo da morfologia
das bactérias, que no caso das trés espécies mostrou que o valor da reacdo comprimento

sobre alargura € menor do que o observado para X. fastidiosa (Tabela 1).

7.5 Discussao

Os reaultados deste estudo forneceram importantes informagdes sobre os varios
estagios do processo de formagdo do biofilme por X. fastidiosa in vitro, desde as fases de
adesto inicid até a fase de agregecéo find. Foi possive verificar que X. fagtidiosa é
cgpaz de aderir a uma superficie e iniciar a formagdo do biofilme sem a necessidade de

goma.fadtidiana (FiguralA-B). A capacidade de aderir & superficie de poliestireno



Figura 1- Eletromicrografia de varredura mostrado as fases de formagéo do biofilme por
Xyldlla fastidiosa sobre pelicula de poliestireno (A-G) e a mlbnia da bactéria
em meio de cultivo PW sdlido (H), onde se observa a presenca de células
menores e sem goma. (A) fase inicid com poucas céulas aderidas a pdicula;
(B) com uma camada de cdulas, (C-D) com mais de uma camada e inicio da
producdo de exopolissacarideo; (E) varias colénias e inicio de agregacdo; (F)
colbnias ja unides e com a deposicido de goma fadtidiang; (G) hiofilme ja
formado com vérias camadas de cdulas.
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Figura 2- Eletromicrografias de varredura mostrando o biofilme formado sobre pdicula
de poliegtireno pelas bactérias (A) Xylella fastidiosa, (C) Bacillus subtilis, (E)
Clavibacter michiganense subsp. michiganense e (G) Pseudomonas sp. Nota-
s a adesdo inicid das bactérias a supeficie de poliestireno. Detdhes dos
respectivos biofilmes bacterianos (B, D, F e H).



Tabela 1. Comprimento, largura e relacdo comprimento largura de quatro espécies de

bactérias. Medidas redizadas em microscopio eetrénico de varredura sob

aumento de 10.000X.

C. michiganense X. fastidiosa B. subtilis Pseudomomas sp
R| C L CIL C L CIL C L ClL| C L CIL
1| 24 08 30 26 04 65 30 08 38 (18 07 26
2| 34 08 42 28 04 7,0 30 08 38 (16 06 2,7
3| 36 038 45 26 04 6,5 28 07 40 | 16 06 27
4| 28 09 31 32 04 80 27 07 39 |18 07 26
5| 24 08 30 32 04 80 30 08 37 (22 08 28
6| 34 08 42 26 04 65 29 07 41 (24 08 30
7| 34 09 38 32 04 80 20 06 33 (22 06 3,7
8| 31 09 34 30 05 6,0 20 06 33 (18 07 26
9| 37 09 41 30 05 6,0 24 07 34 (18 07 26
10 31 10 31 33 05 6,6 28 07 40 | 18 06 30
M| 313 086 364 (29 043 691 | 266 0,71 3,73 |19 0,68 283

R = repeticbes, C = comprimento da bactéria; L = largura da bactéria; C/L = relagdo
comprimento/largura da bactéria; M = média.

sugere gque 0s genes com Smilaridade aos genes de adesinas, encontrados por Simpson
et d. (2000), parecem estar ativos em X. fastidiosa e que 0s mesmos S30 expressos sobre

subdratos artificials, permitindo a adesfo inicid da bactéria Condderando este fato,
esta metodologia pode ter aplicacéo para o estudo de mutantes de X. fastidiosa que
tiverem seus provavels genes para producdo de adesinas nocauteados, o que € um dos
objetivos de aguns projetos enquadrados no Projeto Genoma Funciond de X. fastidiosa,
coordenado pela FAPESP. Quanto a substancia semelhante a goma fastidiana, nossos
resultados indicam que gparentemente ndo tem um papd essencia para a adesio
inicid da bactéia (Leite et d., 2001), porém exibe importante papd na arquitetura do
biofilme, como sugerido por Leite et d. (2002). Isto ndo que dizer que a goma ndo sga



importante na expresso dos sintomas induzidos por X. fastidiosa na planta, viso que a
mesma é essencial para 0 processo de oclusio dos vasos, 0 que tem sido considerado
Ccomo uma das principais causas dos sntomas expressos pela planta (Silva et a., 2001).
Os resultados do experimento estéo de acordo com recentes evidéncias de que a adesdo
de Escherichia coli K 12 ndo é influenciada pela fata de exopolissacarideos, mas que a
agregacdo, a qua eda ligada a arquitetura do biofilme sm (Danese e d., 2000). Da
mesma forma, os dados obtidos em nosso estudo, apesar de serem sobre uma superficie
artificial, parecem corresponder aos observados no xilema de citros (Cap 4), onde as
diversas fases de formacao do biofilme podem ser visualizadas,

Outra informacdo de grande importancia obtida nesse estudo diz respeito a
morfologia das cdulas de X. fastidiosa em relacdo a de outras bactérias. Foi possivel
observar que X. fastidiosa apresenta uma relacdo comprimento largura maior do que as
demais bactérias estudadas (Tabela 1). Caracteristica que pode permiter a separacao
da X. fastidiosa de outras bactérias fitopatogénicas ou endofiticas, presentes nos vasos
do xilema da planta atravées da MEV. Os resultados modran mas uma vez a
importancia da MEV como ferramenta na identificacdo de X. fastidosa nos vasos do
xilema e no interior dosinsetos vetores, como discutido no Cap. 6.

Findmente acreditamos que a técnica aqui apresentada pode ser utilizada para o
estudo de outras espécies de bactérias, tanto patOgenos vegetais, animais quanto
saprofitas, em subgtituicdo a outras técnicas rotineiramente utilizadas para 0 estudo da
morfologia das bactériass em MEV. Uma das vantagens da técnica € que a mesma
permite a visudizacdo das células das bactérias em condigdes naturais e com auséncia de
residuos de meio de cultivo que normamente argpaham a visudizacdo das cdulas. Em
relacdo a microscopia de luz, na qua o uso de peliculas atificias ja € comum (Bridgett
et d., 1992), 0 uso em microscopia eetronica permite a visuaizagdo com profundidade
de campo maior e 0 uso de maiores aumentos que fornecem mehores resultados nas

observagoes.



8 CONCLUSDES

1) O nimero de vasos do xilema colonizados por X. fastidiosa gpresenta uma
relacdo direta com o aparecimento de sintomas necréticos em folhas de ameixeira e
cafeairo, mas ndo com os sntomas em folhas de laranjeira caipira.

2) A populacdo de X. fastidosa determinada pelo isolamento em meio ce cultivo,
ndo apresenta relacdo com 0 nUmero de vasos colonizados e nem com a expressio dos
sintomas em laranjeira capira, aneixeira e cafedro.

3) As obsarvagdes de MEV, MET e MET mas imunomarcagdo para
componentes da parede celular trouxeram fortes evidéncias de que X. fastidiosa é capaz
de degradar a parede primaria das pontuagbes dos vasos do xilema de citros e migrar
para 0s vasos adjacentes.

4) Imagens de MEV mostraaam que a goma e fimbrias produzidas por X.
fastidiosa ndo estdo presentes na adesfo inicid da bactéria, mas sdo importantes para a
produc&o do biofilme e oclusio dos vasos.

5 Plantas de citros do cultivar péra expressam reacOes de resisténcia a
colonizacdo por X. fastidiosa, através do acumulo de substéncias no Iimen dos vasos do
xilema e da deposi¢do de goma e compostos nos espacos intercel ulares das folhas.

6) Dentre as cultivares de fumo estudadas, RP1, TNN e Havana, a Ultima € a que
expressa 0s sintomas com maior intensidade quando infectada por X. fastidiosa, dém de
apresentar a maior capacidade de recuperacdo dos sintomas gpds adubacdo com  sulfato
de amonio.
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7) A expressdo de sintomas provocados por X. fastidiosa em fumo é afetada pela
adubacdo com sulfato de amoénio, sendo que estes podem ser retardados e muitas vezes
até revertidos, porém ndo € afetada pelo loca de inoculacdo (peciolo ou haste).

8) A poda de plantas de fumo aumenta a longevidade das plantas e permite a
manutencdo dos isolados de X. fastidiosa por um periodo mais longo.

9) A técnica de corte da cabeca de cigarinhas em nitrogénio liquido e
observagdo em microscopio detronico de varredura permitiu uma boa visudizacdo dos
principais sitios de agregacéo de X. fastidiosa nesses vetores.

9) Em cigarrinhas dimentadas em citros, a X. fastidiosa foi encontrada na camara
do cibaio (sulco longitudind, parede laterd e membrana do diafragma) de A. citrina, e
O. facialis e no cand apodema de D. costalimai. Por sua vez, nas cigarrinhas O. facialis
que s dimentaram em ameixeira, a bactéria foi encontrada no precibaio, incluindo o
cana do precibario eavavula precibaria.

10) O uso de laminas revestidas com poliestireno, associada a observacdo em
microscopio eetrénico de varredura, mostrou-se como técnica adequada para o estudo

da formac&o do biofilme e damorfologia de X. fastidiosa e de outras bactérias.
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