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EFICIENCIA DE TRANSMISSAO DE Xylella fastidiosa POR CIGARRINHAS
(HEMIPTERA, CICADELLIDAE) EM Citrus sinensis (L.) OSBECK E

Coffea arabica L.

Autora: ROSANGELA CRISTINA MARUCCI
Orientador: Prof. Dr. JOAO ROBERTO SPOTTI LOPES
Co-orientador: Prof. Dr. RODNEY RAMIRO CAVICHIOLI

RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a eficiéncia
de transmissao de Xylella fastidiosa por cigarrinhas em citros e cafeeiro,
em relacdao a aspectos comportamentais e taxondémicos desses insetos
vetores. Inicialmente, avaliou-se a ocorréncia de infeccéo e sobrevivéncia
de dois isolados de X. fastidiosa em plantas de boldo (Vernonia
condensata) e lixeira (Aloysia virgata), que sdo usadas na criagdo de
cigarrinhas. Nenhuma infec¢do foi detectada nessas plantas, em
avaliacoes realizadas com poucos dias ou varios meses apos a
inoculacdo dos isolados por agulha. Hospedeiros imunes ao patogeno
sao ideais para obtencao de insetos vetores sadios. Desenvolveu-se,
entao, uma técnica de producio e manutengao de cigarrinhas sadias em
plantas de boldo e laranja-doce, a partir de posturas obtidas de adultos
coletados no campo. Com os insetos sadios da criagdo, iniciaram-se 0S8
experimentos de transmissao em citros e em cafeeiro com quatro
espécies de cigarrinhas representativas das tribos Cicadellini
(Bucephalogonia xanthophis e Dilobopterus costalimai) € Proconiini

(Homalodisca ignorata e Oncometopia facialis), em quatro épocas de
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inoculacao: outono-inverno/2000; primavera/2000; verao/2000-2001 e
primavera/2001. Nao houve diferenca na porcentagem de plantas
positivas, inoculadas pelas cigarrinhas nas quatro épocas, mas no caso
das plantas de café inoculadas mecanicamente durante o verao, houve
menor taxa de infeccado em relacao as demais épocas. Em citros, a taxa
de transmissao por um unico individuo, foi maior para H. ignorata (30%)
em relacdao a B. xanthophis (5%) e O. facialis {1,1%), mas néao houve
diferenga para as quatro espécies em cafeeiro, cujas taxas de
transmissao variaram de 1,2 a 7,2%. H. ignorata, foi mais eficiente na
transmissao de X. fastidiosa para citros (30%) em relacado ao cafeeiro
(2,2%), enquanto que os demais vetores transmitiram a bactéria para os
dois hospedeiros com eficiéncia semelhante. Nao houve relacado entre
eficiéncia de transmissao e as divisdes taxonomicas de Tribos
(Cicadellini X Proconiini) dos vetores. Visando-se compreender a variavel
eficiéncia de transmissao entre as espécies em citros, realizaram-se
testes de preferéncia de D. costalimai e O. facialis por diferentes partes
da planta citrica, plantas com ou sem brotacdo e plantas sadias ou
infectadas por X. fastidiosa. Comparou-se também a taxa de ingestao
por essas cigarrinhas, quando confinadas em plantas sadias x
infectadas (sintomaticas ou nao) por X. fastidiosa. Verificou-se para D.
costalimai a importancia das folhas no inicio da selecdao hospedeira e a
preferéncia dessa espécie pela nervura secundaria da folha, seguida pelo
ramo secundario. Ja para O. facialis nao houve diferenca na preferéncia
entre folhas e ramos secundarios. Para as duas espécies, comprovou-se
que a brotacao aumenta a atratividade das plantas citricas e que as
plantas sadias sao preferidas em relacdo as plantas com sintomas de
CVC. No entanto, a preferéncia de O. facialis pelas plantas sadias nao
diferiu da preferéncia por plantas infectadas assintomaticas. A
alimentacaoc por D. costalimai é reduzida drasticamente quando
confinada em plantas citricas com sintomas de CVC, mas nédo em
plantas infectadas sem sintomas. Ja a taxa de ingestao por O. facialis

nao foi afetada pela presenca de sintomas de CVC.



TRANSMISSION EFICIENCY OF Xylella fastidiosa BY SHARPSHOOTERS
(HEMIPTERA, CICADELLIDAE) IN Citrus sinensis (L.) OSBECK AND
Coffea arabica L.

Author: ROSANGELA CRISTINA MARUCCI
Adviser: Prof. Dr. JOAO ROBERTO SPOTTI LOPES
Co-adviser: Prof. Dr. RODNEY RAMIRO CAVICHIOLI

SUMMARY

The transmission efficiency of Xylella fastidiosa by sharpshooter
leathoppers was studied in Citrus sinensis and Coffea arabica, and
analyzed in relationship to vector taxonomy and feeding behavior. A
preliminary study was carried out to evaluate the ability of two isolates
of X. fastidiosa to infect and survive in plants of Vernonia condensata
and Aloysia virgata, which are vector rearing hosts. No infection was
detected in these plant species assays either at short or long periods
after needle inoculation of the bacterial isolates. By using these non-
host plants of X. fastidiosa, a technique was developed to rear healthy
sharpshooters from egg masses of field-collected insects. Transmission
experiments were carried out in citrus and coffee plants with healthy
adults of four sharpshooter species representative from the tribes
Cicadellini (Bucephalogonia xanthophis and Dilobopterus costalimai and
Proconiini (Homalodisca ignorata and Oncometopia facialis), during four
inoculation seasons: fall-winter/2000; spring/2000; summer/2000-

2001; and spring/2001. There was no effect of season on transmission
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efficiency by sharpshooters. Interestingly, coffee plants needle-
inoculated in summer showed a lower rate of infection than those
inoculated in the other seasons. In citrus, the transmission rate by
single insects was higher for H. ignorata (30%) than for B. xanthophis
(5%) e O. facialis (1.1%). There was no differences in transmission
efficiency among the four vector species in coffee, whose mean
transmission rates ranged from 1.2 to 7.2%. H. ignorata was more
efficient as vector of X. fastidiosa in citrus (30%) than in coffee (2.2%),
whereas the other vectors showed similar transmission rates in the two
host plants. No relationship was found between transmission efficiency
and taxonomic tribes (Proconiini x Cicadellini) of the four sharpshooter
vectors tested. In order to understand the variable transmission
efficiency of X. fastidiosa in citrus, choice studies were carried out to
assess the preference of D. costalimai and O. facialis adults for different
parts of the citrus plant, plants with x without young shoots and
healthy x infected plants. Also, the ingestion rates of these vectors were
compared when confined on healthy x infected (symptomatic or not)
plants. It was observed that leaves play an important role in host
selection by D. costalimai. This vector prefers to feed on the secondary
leaf veins, followed by the secondary (youngest) branches, whereas O.
facialis shows similar preferences for these parts of the plant. Both
species prefer plants with young shoots, but not with CVC symptoms.
However, O. facialis does not distinguish between healthy and
assymptomatic infected plants. The ingestion rate by D. costalimai is
drastically reduced when confined on citrus plants with CVC symptoms,
but not in assymptomatic infected plants. No significant effect of X.
fastidiosa infection (either symptomatic or assymptomatic) was found on

the rate of sap ingestion by O. facialis.



1 INTRODUCAO

No Brasil, a Clorose Variegada dos Citros (CVC) e a Atrofia dos Ramos
do Cafeeiro (ARC) sao duas doencas de importancia economica e de similar
distribuicdo geografica causadas pela bactéria endofitica Xylella fastidiosa
Wells et al. Embora este seja um patégeno muito estudado na atualidade,
principalmente apo6s o sequenciamento genético, tornando possivel a
compreensao das bases moleculares do desenvolvimento da doenca, muitos
aspectos da relacao patégeno-hospedeiro-vetor necessitam de maiores
esclarecimentos para adocido de medidas adequadas de manejo e controle
dessas doencas.

X. fastidiosa € uma bactéria limitada ao xilema das plantas infectadas e
de lento crescimento em meio de cultura especializado (Davis et al., 1981;
Wells et al., 1987), embora em condicdes naturais esteja adaptada a um
ambiente extremanente pobre em termos nutricionais. Sua transmissio entre
plantas se da através de cigarrinhas vetoras que também tém sua alimentacao
especifica e localizada no xilema de diversas plantas hospedeiras (Purcell,
1989), por serem insetos tipicamente polifagos (Turner & Pollard, 1959). Nos
insetos vetores, a bactéria se adere e multiplica na parte anterior do aparelho
bucal (estomodéu) que apresenta caracteristicas fisicas, morfologicas e
nutricionais semelhantes as dos vasos do xilema (Brlansky et al., 1983; Purcell
et al., 1979).

Cigarrinhas especializadas em se alimentar no xilema sao encontradas
nas familias Cicadellidae (Cicadellinae)} e Cercopidae {Purcell, 1989). Testes de
transmissao em citros ja identificaram varias espécies de Cicadellinae como

vetoras de X. fastidiosa (Descobertos, 1999) e testes preliminares, também



comprovaram a transmissao por uma dessas espécies em cafeeiro (Marucci et
al., 2001).

Embora um pré-requisito para a transmissao seja a alimentacdo no
xilema das plantas, tem-se observado uma variavel eficiéncia de transmissao
em citros entre as diversas espécies vetoras (0,3 a 17%) (Descobertos, 1999;
Kriigner et al., 2000; Yamamoto et al., 2002). Além disso, os dados disponiveis
sugerem que as cigarrinhas da Tribo Cicadellini transmitem X. fastidiosa com
maior eficiéncia que as da Tribo Proconiini (Krtigner et al., 2000; Lopes et al.,
1999; Yamamoto et al., 2002). Severin (1949} também observou diferengas na
eficiéncia de transmissao da estirpe de videira de X. fastidiosa, agente causal
da doenca de Pierce (PD), entre as cigarrinhas das duas tribos.

O comportamento alimentar do vetor relacionado a aquisicao e
inoculacao de X. fastidiosa ¢ um dos provaveis fatores condicionantes da
eficiéncia de transmissao, no entanto, ha outros como, tempo gasto pelo vetor
na alimentacdo em tecido infectivo, taxa de infectividade natural das espécies
de cigarrinhas, sobrevivéncia de infeccdes iniciais (Purcell, 1981}, concentracao
(Almeida et al., 2001; Hill & Purcell, 1997) e distribuicao de X. fastidiosa
(Mizubuti et al., 1994} nas plantas hospedeiras e épocas de inoculacao (Purcell,
1981).

Em algumas regides do Brasil as areas de producéao de citros e café sao
adjacentes (Li et al., 2001), com chances de ocorréncia de inoculag¢ées
cruzadas, principalmente por existirem espécies de cigarrinhas vetoras comuns
as duas culturas, tais como Oncometopia facialis (Signoret) e Dilobopterus
costalimai Young {Lopes et al., 1998; Paradela Filho et al., 1997). Li et al.
(2001) observaram que a estirpe de CVC causa sintomas de ARC em plantas de
café inoculadas mecanicamente, sugerindo que o mesmo poderia ocorrer
naturalmente através da transmissao das cigarrinhas.

Em funcao das diversas variaveis condicionantes da eficiéncia de
transmissao de X. fastidiosa por insetos, as possiveis relacoes epidemiologicas
entre CVC e ARC devem ser pesquisadas urgentemente, principalmente por se
tratar de duas estirpes do mesmo patégeno, transmitidas pelo mesmo grupo de

cigarrinhas.



Assim, os objetivos deste trabalho foram comparar a transmissao de X.
fastidiosa em citros e em cafeeiro por quatro espécies de cigarrinhas
representativas das tribos Cicadellini e Proconiini, em quatro épocas de
inoculagiao, bem como estudar o comportamento alimentar desses insetos em
plantas de citros sadias ou infectadas pela bactéria, na tentativa de justificar a

variavel e baixa eficiéncia de transmissao entre os vetores de X. fastidiosa.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacao da bactéria Xylella fastidiosa Wells et al.

Inicialmente, acreditava-se que as doencas causadas por X. fastidiosa
estivessem associadas a organismos habitantes do xilema do tipo rickettsia,
em func¢ao das similaridades morfologicas e estruturais (Goheen et al.,, 1973;
Hopkins & Mollenhauer, 1973}). No entanto, estudos relacionando serologia,
ultraestrutura, composicao de DNA, propor¢iao guanina + citosina e
composicao celular de acidos graxos e lipideos indicaram que X. fastidiosa e
bactérias do tipo rickettsia sdo organismos pertencentes a diferentes grupos
taxonomicos (Raju & Wells, 1986; Wells & Raju, 1984).

X. fastidiosa € wuma bactéria gram negativa; catalise positiva;
obrigatoriamente aerdbica; distinta por suas caracteristicas ultraestruturais,
incluindo parede celular espessa (multilaminar) e enrugada; dificuldade de
desenvolvimento em meios convencionais de cultivo de bactéria e crescimento
lento em meios especializados {Davis et al., 1981; Hopkins, 1977). Corresponde
a pequenos bastonetes {0,3-0,5 um de diametro e 1-5 pm de comprimento) com
forma filamentosa comum em meio artificial (Davis et al., 1981, Wells et al.,
1981). Esta limitada ao xilema das plantas (Mollenhauner & Hopkins, 1976) ou
as pecas bucais (estomodéu) dos insetos vetores (Brlansky et al., 1983; Purcell
et al., 1979). Constitui um grupo homogéneo e as estirpes sé&o
nutricionalmente fastidiosas (dificeis de cultivar), razdo de sua denominacgao
especifica. A temperatura 6tima de desenvolvimento esta em torno de 26 a
280C (bactéria mesofilica) e o pH 6timo varia de 6,5 a 6,9 (Wells et al., 1987).
Feil & Purcell (2001) verificaram que populacoes de X. fastidiosa nos vasos do

xilema da videira declinam quando a temperatura no vaso fica abaixo de 5°C.



O limiar minimo de temperatura para o crescimento de X. fastidiosa em
plantas deve estar entre 17° e 250C. O crescimento in vitro ainda ocorre a
18°C, mas nao a 12°C.

Nas plantas, a bactéria €& observada embebida em wuma matriz
extracelular translicida (Chagas et al., 1992) composta de polissacarideos
extracelulares sintetizados por enzimas (Simpson et al., 2000). Estruturas a
semelhanca de fimbrias sdo visiveis em observacoes de X. fastidiosa sobre
microscopio eletronico, tanto em plantas hospedeiras quanto nos insetos
vetores {(Raju & Wells, 1986). Em funcao da alta velocidade da seiva do xilema
passando através de estreitas por¢gdes do estomodéu dos insetos, a adesdo
mediada pelas fimbrias pode ser essencial na colonizacao das cigarrinhas. Nas
partes bucais do inseto, as células bacterianas sao aderidas em arranjamento
ordenado, indicando uma adesao especifica e polar (Brlansky et al., 1983),
semelhante a um tapete de la (Hill & Purcell, 1995a).

Acredita-se que as fimbrias estejam envolvidas tanto nas interacodes
entre planta-bactéria quanto bactéria-bactéria durante a colonizacao dos vasos
do xilema. O seqlienciamento da estirpe de X. fastidiosa de citros possibilitou a
identificacao de 26 genes codificando proteinas responsaveis pela biogénese e
funcao dos filamentos de fimbrias tipo IV (Simpson et al., 2000). Além disso,
sugere-se que a formacao de um biofilme seja o fator chave da viruléncia de X.
fastidiosa as plantas, tendo um papel decisivo na oclusao mecanica dos vasos
do xilema. A identificacdo dos genes e moléculas responsaveis por esta
caracteristica pode auxiliar na prevencado da fixacdo e desenvolvimento de
biofilme no tecido das plantas e no estomodéu dos insetos, além da
possibilidade de favorecer o deslocamento do biofilme formado nas plantas
infectadas (Marques et al., 2002).

X. fastidiosa aparentemente tem funcoées metabdlicas eficientes, tendo
os acucares como fonte principal de energia, além do carbono, sobrevivendo no
ambiente do xilema pobre em nutrientes (Simpson et al., 2000). No entanto, o
proprio tamanho do genoma pode estar relacionado ao seu ambiente natural,
essencialmente invariavel, implicando em opc¢oes metabdlicas limitadas. Assim,

quando X. fastidiosa é colocada em um ambiente mais rico em nutrientes,
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como os meios de cultura, ela mostra-se incapaz de se desenvolver mais
rapidamente por causa do seu comportamento fastidioso. Dessa forma, falta
capacidade metabdlica para tirar vantagens de nutrientes adicionais, por estar
adaptada a sobreviver em um ambiente constante, mas nutricionalmente
diluido (Van Sluys et al., 2002).

Nas plantas propagadas vegetativamente, como a maioria das frutiferas,
a bactéria X. fastidiosa vem-se disseminando via material vegetal infectado que
se utiliza na producao clonal de novas arvores, sendo um fator importante,
sobretudo na dispersdo a longas distancias. Experimentalmente, o uso de
borbulhas infectadas, a garfagem e a encostia de ramos contaminados, ou
mesmo a perfuracdo de peciolo ou ramos com agulha e a subsequente
deposicdo de uma porcao de suspensao da bactéria tém possibilitado a
inoculacdo de hospedeiros com X. fastidiosa (Coletta Filho et al., 2000;
Hartung et al., 1994; Li, 1997; Medina et al., 1998).

2.2 Doencas causadas por X. fastidiosa

No Brasil, X. fastidiosa tem sido responsavel por doencas em culturas
perenes de importancia econdomica como ameixa (French & Kitajima, 1978),
citros (Rossetti et al., 1990) e café (Paradela Filho et al., 1995}). O maior
prejuizo economico ocorre na cultura da laranja-doce que tem sofrido uma
perda anual de cerca de 100 milhoes de dolares. Entretanto, o prejuizo total na
agricultura brasileira deve ser maior, porque os danos economicos causados
por X. fastidiosa nas culturas do café e da ameixa ainda nao foram
quantificados (Colleta Filho et al., 2001).

A escaldadura das folhas da ameixeira foi observada no Brasil e
Paraguai em 1978 (French & Kitajima, 1978), embora ja tivesse sido relatada
na Argentina (Kitajima et al., 1975). Esta limitada ao clima temperado dos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Séao Paulo (Vale do
Paranapanema) comprometendo a producao de ameixa nessas regides (French

& Feliciano, 1982).



A Clorose Variegada dos Citros (CVC) foi detectada no Brasil em 1987,
nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, em plantas de laranja-doce, devido
ao aparecimento de sintomas de clorose foliar e presenca de frutos pequenos
nas plantas (Rossetti et al., 1990). Encontra-se disseminada em quase todas as
regioes do pais (Goes et al., 1993; Laranjeira et al., 1996; Lee et al., 1991, Leite
& Jacomino, 1993; Mizubuti et al., 1994; Tubelis et al., 1993) e também ocorre
na Argentina, com o nome de ‘pecosita’, desde 1984 (Brlansky et al., 1991;
Contreras, 1992).

Alguns anos depois, X. fastidiosa foi encontrada em café (Beretta et al.,
1996} causando a Requeima das folhas do cafeeiro (RC) (Lima et al., 1998) ou
Atrofia dos ramos do cafeeiro (ARC) (Paradela Filho et al., 1995 e 1997), na
mesma regiao em que se detectaram as primeiras plantas com CVC (Paradela
Filho et al., 1999). Além do Brasil, X. fastidiosa ja foi detectada em café na
Costa Rica, embora com outro padrao de sintomatologia, devido,
provavelmente, as diferentes condi¢des climaticas (Rodriguez et al., 2001).

Como as areas de producao de citros e de café do estado de Sao Paulo,
Parana e Minas Gerais sao adjacentes (Li et al., 2001), as possiveis relacoes
epidemiologicas entre ARC e CVC devem ser pesquisadas urgentemente (Quin
et al., 2001). A epidemiologia das duas doencas torna-se mais complexa por
envolver duas estirpes de X. fastidiosa aparentemente distintas e duas plantas
hospedeiras visitados pelo mesmo grupo de cigarrinhas vetoras.

A presenca de X. fastidiosa em plantas de cafeeiro em regides onde nao
existem plantacdes de citros e, portanto, nao ocorre a CVC, levanta a
possibilidade de que a bactéria tenha se originado em cafeeiro, disseminando-
se posteriormente para laranjeiras, pois na regido onde apareceu a CVC
existiam muitas lavouras cafeeiras (Paradela Filho et al., 1997). Segundo esses
autores, outro fato que reforca esta hipétese € que as cigarrinhas consideradas
vetoras de X. fastidiosa em citros, Acrogonia terminalis Young, Dilobopterus
costalimai Young e Oncometopia facialis {(Signoret), saoc constantemente
encontradas em plantas de café.

Nos Estados Unidos, X. fastidiosa € responsavel por doencas em videira,

pessegueiro, alfafa, amendoeira, amoreira, ameixeira, vinca e espécies



florestais como olmo, carvalho, platano, bordo, oleandro e outras (Hartman et
al., 1995; Hopkins, 1989; Hopkins & Adlerz, 1988; Hopkins & Mollenhauer,
1973; McCoy et al., 1978; Purcell, 1980 e 1997; Purcell & Hopkins, 1996; Raju
et al., 1982; Sherald, 1993; Sherald & Kostka, 1992; Sherald et al., 1987;
Wells et al., 1983).

Embora as doencas causadas por X. fastidiosa tenham sido relatadas
exclusivamente no continente americano (Hopkins, 1989}, a bactéria ja foi
detectada na Asia, em amendoeira na India (Jindal & Sharma, 1987) e em
pereira-em Taiwan (Leu & Su, 1993) e na Europa, em videira (Berisha et al.,
1996 e 1998). O clima parece desempenhar o maior papel na distribuicao
geografica das doencas causadas por este patéogeno; assim, climas tropicais e
subtropicais, incluindo o mediterraneo sao, provavelmente, os que favorecem o

desenvolvimento de X. fastidiosa (Purcel, 1997).
2.3 Diversidade genética entre as estirpes de X. fastidiosa

Todas as estirpes de X. fastidiosa sao classificadas e descritas como
uma Unica espécie (Chen et al., 1992; Hendson et al., 2001; Wells et al., 1987),
no entanto, ha uma relacado complexa e bem definida entre os hospedeiros e as
estirpes deste patogeno (Freitag, 1951; Hopkins, 1989), sendo estas
consideradas patogenicamente especializadas (Hendson et al., 2001; Monteiro
et al., 2001). Além disso, existe variabilidade genética suficiente para justificar
a separacao ao nivel subespecifico ou patovar (Chen et al., 1992; Hendson et
al., 2001; Hopkins, 1989; Wells et al., 1987), embora Hendson et al. (2001)
tenham encontrado uma baixa variabilidade na sequéncia da regiao
intergénica 16S-23S rRNA entre as estirpes de X fastidiosa estudadas,
indicando que sao filogeneticamente relacionadas.

Segundo Albibi et al. (1998}, as técnicas utilizadas para separar as
estirpes de X. fastidiosa incluem sensibilidade a antibi6ticos, meios de culturas
de desenvolvimento diferencial, comprimento polimoérfico dos fragmentos de
restricdo (RFLP), reacao da polimerase em cadeia (PCR) e amplificacao

polimorfica de DNA ao acaso (RAPD). RFLP e estudos de hibridizacao DNA-DNA



revelaram diferencas entre a estirpe de videira e as estirpes do pessegueiro,
ameixeira e vinca (Chen et al., 1992). Analises de RAPD distinguem a estirpe
de café da estirpe de citros (Costa et al., 2000b; Rosato et al., 1998}, embora
similaridades entre as duas estirpes tenham sido sugeridas por alguns autores
(Ferreira et al., 2000; Lima et al., 1998; Paradela Filho et al., 1997). Dessa
forma, alguns grupos genéticos de X. fastidiosa poderiam representar espécies
distintas (Hendson et al., 2001).

Para as estirpes norte americanas, reconhece-se pelo menos dois
patovares com hospedeiros especificos. A doenca de Pierce da videira (PD), a
escaldadura da folha da amendoeira (ALS) e o nanismo da alfafa (AD) sao todas
causadas pela mesma estirpe de X fastidiosa. Similarmente, ha
patogenicidade cruzada entre as estirpes que causam escaldadura da folha da
ameixeira (PLS) e reducao do porte do pessegueiro (PP). Porém, segundo
Sherald (1993), nao ha evidéncia de patogenicidade cruzada entre estes dois
grupos. Os requerimentos nutricionais das estirpes de ameixeira e videira sao
diferentes, mesmo sendo ambos patogenos limitados ao xilema e transmitidos
por cigarrinhas. Pode-se considerar que essas duas estirpes sao
fisiologicamente e patogenicamente distintas, ao passo que as estirpes de
ameixeira e pessegueiro sdo patogenicamente e serologicamente similares (Raju
et al., 1982).

Embora alguns autores (Chen et al., 1995; Costa et al., 2000b; Pooler &
Hartung, 1997; Rosato et al., 1998} sugiram que as estirpes de X. fastidiosa
possam ser taxonomicamente diferenciadas em subespécies ou patovares, €
importante ter em mente que a habilidade das varias estirpes de infectar e
causar doencas em diversas plantas hospedeiras necessita ser melhor
examinada antes de uma nova designacao (Hendson et al., 2001). Além disso,
a separacao entre as estirpes de X. fastidiosa pode ser consistente com a area
geografica (Quin et al., 2001). Uma avaliacao da diversidade genética entre as
estirpes de X. fastidiosa permitiu verificar que a estirpe de ameixeira nos EUA
esta agrupada com a de videira; no entanto, a estirpe de ameixeira isolada no

Brasil esta agrupada com as estirpes brasileiras de citros e de café, havendo
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inclusive baixa similaridade entre as estirpes americanas e brasileiras (Costa et
al., 2000b).

Alguns trabalhos tém mostrado que os isolados de X. fastidiosa de citros
e café sao morfologicamente, serologicamente e geneticamente relacionados
(Costa et al., 2000b; Lima et al., 1998; Paradela Filho et al., 1995; Rosato et
al., 1998). As estirpes de citros estdo presumivelmente mais adaptadas a viver
em plantas de citros do que nas de café. No entanto, observou-se que a
inoculacao mecanica da estirpe de CVC em plantas de café pode produzir os
mesmos sintomas de ARC (Li et al., 2001).

A despeito do grande numero de trabalhos de caracterizacao molecular e
serologica da estirpe de café de X. fastidiosa, praticamente inexistem
informacoes a respeito de aspectos ecoldgicos, tais como relacao com plantas
hospedeiras e insetos vetores, gama de espécies vetoras e eficiéncia de

transmissao.

2.4 Patologia e sintomatologia de X. fastidiosa em citros e cafeeiro

Os sintomas foliares causados por X. fastidiosa sugerem que o estresse
hidrico esta envolvido no desenvolvimento da doenca (Lee et al., 1982;
Mollenhauer & Hopkins, 1974). Folhas de videira com 30% de clorose e
necrose marginal tém um nivel elevado de prolina em relacdo a folhas sadias
da mesma idade, o que € uma evidéncia de que as folhas estao em estresse
hidrico (Goodwin et al. 1988). Um exame de folhas e peciolos doentes mostrou
que 40% dos vasos foram colonizados, porém apenas 50%, estavam totalmente
obstruidos (Mollenhauer & Hopkins, 1976}. Um estudo posterior mostrou que
78% dos vasos da nervura foliar e 12% do peciolo foram colonizados na época
de desenvolvimento dos sintomas em variedades suscetiveis de videira
(Hopkins, 1981).

Devido ac baixo ntmerc de vasos do xilema obstruidos e a falta de uma
visivel murcha das folhas doentes, tem-se levantado a hipétese de que alguma
toxina cause clorose marginal e necrose (Goodwin et al., 1988; Lee et al., 1982;

Raju & Wells, 1986). Resultados do seqlienciamento genético indicaram que o0s
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mecanismos associados a patogenicidade e viruléncia de X. fastidiosa envolvem
toxinas, antibioticos e sistema de seqliestro de ions, tanto nas interacoes
bactéria-bactéria quanto bactéria-hospedeiro (Simpson et al., 2000).

Embora nao seja possivel determinar se a causa primaria do sintoma de
estresse hidrico € o entupimento fisico do xilema ou o efeito da presenca da
bactéria, ou de alguma substancia produzida, sobre os estomatos, evidencia-se
que o estresse hidrico aparece antes dos sintomas foliares da CVC (Dal Bosco
et al., 2001). Em videira, geralmente os sintomas se desenvolvem das folhas
velhas para as novas, diminuindo de acordo com a posi¢ao da folha (Goodwin
et al., 1988).

Queiroz-Voltan et al. {1998) e Queiroz-Voltan & Paradela Filho (1999)
estudaram os disturbios fisiologicos em cafeeiro e citros, respectivamente,
infectados com X. fastidiosa e verificaram, nos ramos com sintomas, deposi¢cao
de goma nos vasos do xilema de frutos, caule, peciolo e nervura; divisoes
celulares anormais e nimero reduzido de cloroplastos no mesofilo, associado a
uma concentracao maior de cristais arenosos de oxalato de calcio.

Em citros, os principais sintomas observados sao clorose foliar, similar a
deficiéncia de zinco, mais facilmente observado nas folhas mais velhas, as
quais apresentam pontuagdes pardas visiveis em ambos os lados do limbo
foliar que podem coalescer e formar areas necrosadas. Ocorre reducao das
brotacoes, menor desenvolvimento das plantas e presenca de frutos miudos,
duros, com alto teor de acglicar e inadequados a comercializacao (Carlos et al.,
1997; Lee et al., 1991; Rosseti et al., 1990).

As arvores citricas sdo mais suscetiveis quando estao com idade de 2 a 8
anos, embora plantas em viveiro também possam ser afetadas. Nas arvores
mais velhas, os sintomas de CVC geralmente ocorrem em padrao setorial com
pouca dispersdo para os ramos adjacentes. Os sintomas sao mais severos no
comego do outono, época que coincide com a paralisacao do desenvolvimento
dos frutos nos galhos sintomaéaticos {Beretta et al., 1993a). Palazzo & Carvalho
(1992) verificaram que a incidéncia e a intensidade dos sintomas de CVC em
folhas, aumenta nos periodos de maior desenvolvimento vegetativo das plantas

citricas, ou seja, entre a primavera e verao. Laranjeira et al. (1998a) também
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chegaram a essa conclusio, levantando-se a hipotese de que infecgdes efetivas
de X. fastidiosa somente ocorrem nessa época do ano.

Em cafeeiro, os ramos das plantas infectadas apresentam-se
invariavelmente com os internddios curtos e um tufo de folhas na ponta.
Posteriormente, as folhas caem e os ramos ficam secos com aspecto de varetas
(Paradela Filho et al., 1997). Ocorre necrose apical e marginal da folha,
reducao no tamanho e quantidade de frutos e total atrofia da planta (Li et al.,
2001; Lima et al., 1998). Os sintomas sao mais evidentes no inverno,
especialmente durante o periodo de estresse hidrico. Na primavera, com as
chuvas, as plantas se recuperam (Lima et al., 1998).

Até recentemente nao eram conhecidos os mecanismos que permitiam
X. fastidiosa mover-se sistemicamente ou sobreviver no ambiente diluido do
xilema, embora provavelmente sua patogenicidade seja dependente desse fator
(Fry et al., 1994). Fry & Milholland (1990) e Hopkins (1985) observaram que a
intensidade dos sintomas em videiras em resposta a infeccao por X. fastidiosa
esta relacionada a concentracao bacteriana. A relacao entre a concentracéao de
X. fastidiosa e o movimento sistémico sugere que a multiplicacado bacteriana
resultando em altas concentracoes (log 7-9 UFC/g} € necessaria para o
movimento sistémico (Hill & Purcell 1995b}.

O periodo compreendido entre a inoculagcdo e o aumento da populacao
de X. fastidiosa corresponde, provavelmente, ao estabelecimento da bactéria no
hospedeiro. As plantas mais velhas parecem ter um maior fluxo de
transpiracao e serem capazes de transportar a bactéria para ramos mais
distantes do que as plantas jovens. Assim, em geral, a translocac¢éo da bactéria
nos peciolos parece ser um indicativo da posicao relativa da bactéria nos
ramos (Fry & Milholland, 1990). O deslocamento de X. fastidiosa para as raizes
foi observado em citros e néo esta relacionado com a resisténcia do porta-
enxerto a CVC, podendo mover-se rapidamente no sentido descendente, talvez
tao rapido quanto o movimento ascendente {He et al., 2000). No entanto, o
mecanismo usado para mover-se sistemicamente ainda ndo ¢ totalmente

conhecido.
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A hipotese de Hopkins (1989) € que a bactéria pode mover-se através
das pontuacodes do xilema (pit membrane) para os outros elementos dos vasos,
sendo essas pontuacdoes compostas de celulose, hemicelulose, substancias
pectinicas, lignina e proteina. Wells et al. (1987) relatam que estirpes de X.
fastidiosa de varios hospedeiros produzem proteases extracelulares. Assim, as
enzimas pectoliticas, proteoliticas e celuloliticas que nao sao produzidas em
meio de cultura, podem ser sintetizadas nos hospedeiros degradando sua
parede celular. Além disso, essas enzimas podem ser liberadas no xilema em
resposta a presenca da bactéria e romper as pontuacdes, permitindo seu
movimento sistémico (Hopkins, 1989).

O sequenciamento genético reforcou essa hipotese, pois comprovou-se
que X. fastidiosa apresenta um sistema tipo II de secrecao, provavelmente
envolvido na exportacao de enzimas que degradam a parede celular, incluindo
endoglucanase, poligalacturonase e talvez diversas proteases. Uma das
possiveis funcoes dessas enzimas estd na degradacao das pontuacodes,
permitindo o movimento da bactéria para vasos ainda nao colonizados (Dow &
Daniels, 2000). A natureza dos genes da estirpe de citros sugere a existéncia de
numerosos mecanismos potenciais de patogenicidade, assim como hidrélise da

parede celular, adesao, migracao intervasos e toxicidade (Simpson et al., 2000).

2.5 Epidemiologia e transmissao de X. fastidiosa em citros e cafeeiro

Os insetos vetores de X. fastidiosa restringem-se a grupos taxonémicos
que tém sua alimentacao localizada no xilema das plantas, tais como as
cigarrinhas das familias Cicadidae, Cercopidae e Cicadellidae (subfamilia
Cicadellinae). Os nutrientes diluidos, indubitavelmente, tém moldado a
evolucao dos alimentadores do xilema através de um sistema digestivo
altamente eficiente (Purcell, 1989). Os cicadelineos apresentam cabeca
relativamente grande em relacdo ao tamanho do corpo e musculatura do
cibario bem desenvolvida, como adaptacdes para alimentacdo no xilema que

circula nas plantas sob pressao negativa {Nielson, 1985).
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A ampla distribuicao e a rapida dispersao da CVC no Brasil sugeriu a
transmissao associada a insetos vetores (Beretta et al., 1993a). Levantamentos
e observacoes de campo, associados aos estudos de transmissdao de X
fastidiosa por cigarrinhas vetoras identificaram inicialmente cinco espécies da
subfamilia Cicadellinae como vetoras: D. costalimai, O. facialis, A. terminalis
(Lopes et al., 1996; Roberto et al., 1996}, Bucephalogonia xanthophis (Berg) e
Plesiommata corniculata Young (Krigner et al., 2000). Recentemente, mais seis
espécies vetoras foram relatadas: Ferrariana trivittata (Signoret), Macugonalia
leucomelas (Walker), Parathona gratiosa (Blanchard), Sonesimia grossa
(Signoret), Acrogonia virescens (Metcalf) e Homalodisca ignorata. Melichar
(Descobertos, 1999, Yamamoto et al., 2002). Dessas, sete espécies pertencem a
tribo Cicadellini e quatro a tribo Proconiini.

Cigarrinhas vetoras de X. fastidiosa tém uma ampla gama de plantas
hospedeiras (Hopkins, 1995). Em um levantamento dos vetores da PD na
Florida, foram observados adultos de Oncometopia nigricans (Walker) em 63
plantas hospedeiras e as ninfas em 41; adultos de Homalodisca coagulata (Say)
foram observados em 46 hospedeiros e as ninfas em 33. (Adlerz, 1980).

Em funcao da proximidade entre pomares e cafezais no norte do Estado
de Sao Paulo, suspeitou-se que as mesmas espécies vetoras pudessem estar
envolvidas na disseminacao da CVC e da ARC. Em levantamentos realizados
nessa regido, observaram-se 23 espécies comuns entre as duas culturas,
sendo que dois vetores que ocorrem em citros, D. costalimai e O. facialis,
também sao observados em cafeeiro {(Lopes et al., 1998). No entanto, somente
D. costalimai foi confirmada como vetora de X. fastidiosa para cafeeiro em
testes preliminares de transmissao da estirpe de café (Marucci et al., 2001). A
deteccdo de X. fastidiosa em cigarras (Cicadidae) e sua transmissao para
plantas de café também ja foram confirmadas (Paiao et al., 2002).

Os insetos que apenas contactam o xilema nao sao vetores de X.
fastidiosa {Purcell, 1989). Mas, todos os insetos que se alimentam a seiva do
xilema sao, teoricamente, vetores potenciais (Pooler et al., 1997). Embora a
alimentacao no xilema seja um requisito basico para transmissio por vetores,

tem-se observado uma eficiéncia variavel de transmisséo entre as cigarrinhas
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vetoras em citros, sendo que as cigarrinhas da tribo Cicadellini tendem a ser
mais eficientes que as da tribo Proconiini (Krtigner et al., 2000; Lopes, 1996).
Severin (1949) observou que as espécies de Pagaronia € Oncometopia
(Proconiini) sdo bem menos eficientes que as cigarrinhas vetoras da tribo
Cicadellini na transmissao de X. fastidiosa para videira.

Mejdalani (1998) encontrou algumas modificagcdes no clipeo e cibario de
uma espécie de Proconiini que nao foram observadas em Cicadellini.
Diferencas anatomicas no aparelho bucal das espécies podem estar
correlacionadas com a otimizacdo dos movimentos de alimentacao (Backus,
1988}, influindo conseqlientemente na aquisicao e inoculacao de X. fastidiosa,
e representando talvez, a base para a transmissao diferencial entre as espécies
vetoras.

Segundo Freitag (1951), parece nao haver correlacao entre a planta
hospedeira da bactéria e da cigarrinha. Muitas plantas hospedeiras das
cigarrinhas podem nao ser suscetiveis a bactéria e/ou vice-versa. Além disso, a
resisténcia a infeccao de X. fastidiosa pode sucumbir sob condi¢des climaticas
favoraveis. Esse autor encontrou 36 plantas pertencentes a 18 familias
naturalmente infectadas por X. fastidiosa, e através de testes de transmissao
com insetos em 116 espécies de plantas, identificou 91 hospedeiros da estirpe
de X. fastidiosa de videira; muitos desses assintomaticos.

Ha relatos de que a bactéria infecta cerca de 30 familias de plantas
incluindo mono e dicotiledéneas {(Hopkins, 1989). Muitas, entretanto, nao
desenvolvem sintomas quando infectadas (Sherald, 1991). Listas de plantas
hospedeiras de X. fastidiosa nos EUA podem ser encontradas nos trabalhos de
Hopkins (1989); Hopkins & Adlerz (1988) e Purcell & Saunders (1999).

Estudos realizados por Hill & Purcell (1995b) mostraram que a taxa de
multiplicacao, a translocacao e a concentracao maxima de X. fastidiosa varia
com a planta hospedeira. Além disso, a eficiéncia de transmissao acaba sendo
menor em alguns hospedeiros em relacdo a videira e poucas plantas
desenvolvem sintomas de infeccao por X. fastidiosa. A probabilidade de uma
planta hospedeira servir como fonte de aquisicao de X. fastidiosa pelo vetor

depende da sua atratividade e aceitabilidade para alimentacdo do inseto. A
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importancia dos hospedeiros alternativos na disseminacao da doenca depende
da sua habilidade em permitir a multiplicacao e o movimento sistémico da
bactéria (Hill & Purcell, 1995b). Assim, espécies de plantas com altas
populacoes bacterianas e infeccdo sistémica somente sao consideradas
importantes fontes epidemiolégicas de dispersao de X. fastidiosa para videiras
se garantirem uma maior eficiéncia na aquisicdo pelo vetor (Hill & Purcell,
1997). A transmissao pelo vetor nao ocorre antes que a populacao de X
fastidiosa na planta-fonte atinja 104 UFC/g, sendo que a taxa de transmissao
aumenta na medida em que a populagao bacteriana na planta-fonte também
aumenta (Hill & Purcell, 1997). Deve-se considerar, entretanto, que a
populacao bacteriana flutua estacionalmente nas plantas hospedeiras (Raju et
al., 1983).

No Brasil, X. fastidiosa foi detectada em 11 espécies de plantas
invasoras em pomares de ameixa infectados (Leite et al., 1997}, assim como em
11 hospedeiros em pomares de citros com CVC (Travensolo & Leite Junior
1996). O papel epidemiologico e a importancia relativa dos hospedeiros
alternativos como fonte primaria de in6culo, sdo ainda pouco compreendidos.

Laranjeira et al. (1998a) verificaram que a disseminacdao da CVC no
norte do Estado de Sao Paulo ocorre principalmente de planta para planta
dentro dos pomares ou de talhoes vizinhos, e nado das plantas daninhas para o
citros. Assim, € provavel que espécies de cicadelineos mais especializados em
citros tenham um papel mais relevante na disseminacao da CVC que vetores
predominantes na vegetacao rasteira do pomar {Lopes, 1999).

As plantas hospedeiras de X. fastidiosa, além de atuarem como fonte
para aquisicao da bactéria pelos insetos, podem servir como hospedeiros
experimentais da estirpe de citros, propiciando um rapido desenvolvimento de
sintomas, como ocorre em fumo (Nicotiana tabacum L.) (Lopes et al., 2000} e
vinca [Catharanthus roseus (L.)] (Monteiro et al., 2001). Além disso, algumas
plantas podem ser hospedeiras das cigarrinhas vetoras e nao favorecerem a
multiplicacdo de X. fastidiosa, constituindo-se em hospedeiros imunes ao
patogeno e, portanto, apropriados para criacdo ou manutencao de cigarrinhas

sadias, essenciais aos estudos das relacées patogeno-vetor.
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A compreensao das relacdoes entre as duas estirpes de X. fastidiosa
afetando os diferentes hospedeiros e as relacoes com os vetores sao
extremamente necessarias. Como nao existem caracteres taxondémicos muito
consistentes na separacdo das tribos Cicadellini e Proconiini (Young, 1968;
Young, 1977), caracteres morfolégicos, comportamentais e bioecologicos
contrastantes entre as cigarrinhas das duas tribos podem fornecer subsidios
para melhor compreender a relacao patoégeno-vetor, principalmente em relacao

a eficiéncia de transmissao em dois patossistemas.

2.6 Mecanismos de transmissao de X. fastidiosa

A bactéria X. fastidiosa é transmitida de modo persistente e nao
circulativo por inumeras espécies de cigarrinhas (Purcell, 1989) e nao ha
evidéncia de transmissao transovariana de X. fastidiosa para a progénie
(Freitag, 1951). Muitas informacdes sobre X. fastidiosa e seus vetores sao
oriundas dos estudos com os vetores associados a PD em videiras. Em citros,
acredita-se que o modo de transmissao seja semelhante, podendo haver
diferencas em algumas caracteristicas da transmissao, como por exemplo,
periodo de acesso a aquisicdo e/ou inoculacdo, persisténcia da bactéria no
vetor e eficiéncia de transmisséao (Lopes, 1996).

Uma vez infectivas, as cigarrinhas adultas podem transmitir X.
fastidiosa indefinidamente, devido a capacidade da bactéria multiplicar-se no
vetor (Hill & Purcell, 1995a; Severin, 1949). Ninfas de Graphocephala
atropunctata (Signoret) perdem a habilidade em transmitir X. fastidiosa ap6s a
muda (Purcel & Finlay, 1979). Como o forro cuticular do estomodéu € perdido
durante a ecdise, o ino6culo provavelmente se restringe a parte anterior do
aparelho digestivo e pecas bucais. Além disso, o intervalo muito curto entre a
aquisicao e inoculacao sugere que X. fastidiosa nao é circulativa via glandula
salivar e hemolinfa, nao necessitando de um periodo latente no vetor para que

ocorra a sua inoculacao (Purcel & Finlay, 1979).
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Embora as cigarrinhas consigam adquirir e inocular X. fastidiosa em
poucas horas, a eficiéncia de transmissao aumenta com periodos de acesso a
aquisicao e inoculacado mais longos (Purcell & Finlay, 1979). Além disso, a falta
de um periodo latente perceptivel sugere que um pequeno numero de bactéria
no estomodéu seja suficiente para a inoculacao (Hill & Purcell, 1995a).

Tem-se observado uma baixa especificidade das espécies vetoras e
variacoes na eficiéncia de transmissao entre estirpes de X. fastidiosa. Isso pode
ser notado entre estirpes de citros (CVC) e videira (PD) (Lopes, 1999), pela
mesma espécie de cigarrinha em plantas diferentes (Severin,- 1949) e por
vetores diferentes em citros (Kriigner et al., 2000; Lopes, 1999).

Os estudos com CVC tém revelado uma baixa eficiéncia de transmissao
de X. fastidiosa pelas cigarrinhas dos citros quando comparadas aos vetores da
estirpe de PD. Varios podem ser os fatores condicionantes desse fato, tais
como, baixa concentracdo da bactéria em citros (Almeida et al., 2001}, o que
poderia indiretamente, reduzir a eficiéncia de aquisicao pelas cigarrinhas
(Lopes, 1999), distribuicao diferencial nos tecidos da planta (Mizubuti et al.,
1994) e padroes comportamentais e bioecologicos das cigarrinhas por ocasiao
da alimentacao e movimentagao nos pomares (Purcell, 1985).

A eficiéncia de transmissao de X. fastidiosa € dependente de muitos
fatores, incluindo eficiéncia de aquisicao e inoculacdo, tempo gasto pelo vetor
na alimentacao em tecido infectivo, taxa de infectividade natural da populacao
de cigarrinhas e sobrevivéncia de infecgdes iniciais (Purcell, 1981). Além disso,
em alguns hospedeiros a bactéria se desenvolve lentamente, chegando a
morrer algumas semanas apos ter iniciado sua multiplicacdo (Hill & Purcell,
1995a; Purcell & Saunders, 1999).

Segundo Hill & Purcell (1997), altas populacoes de bactéria em plantas
resultam em maiores taxas de transmissao. Em videira, a taxa de transmissao
aumenta com o tempo de incubacado apods inoculacao por agulha. Houve
aumento na populacao bacteriana da planta entre 10 e 25 dias apds
inoculacdo mecanica, resultando em maior eficiéncia de transmissao pelos

vetores quando a aquisicao foi realizada aos 25 dias.



19

Outro fator interessante, ainda nao estudado, seria a existéncia de
possiveis diferencas estruturais no estomodéu entre as espécies de cigarrinhas,
influenciando a inoculacédo. Tavella & Arzone (1993) encontraram variacdes
morfolégicas nos estiletes entre grupos distintos de cicadelideos, mas ha
auséncia de estudos com cicadelineos. O atual mecanismo de inoculagao pelo
qual as células de X. fastidiosa sao introduzidas no xilema das plantas a partir
do vetor nao € totalmente conhecido. Acredita-se que ocorra refluxo de seiva do
estomodéu para a planta durante a alimentacao da cigarrinha, através do qual,
células bacterianas provenientes do vetor atingiriam o xilema (Purcell &
Hopkins, 1996).

O cibario dos alimentadores do xilema pode ser considerado um
microambiente altamente seletivo em funcao da baixa concentracdo de
nutrientes, com alta velocidade de fluxo e turbuléncia durante a atividade
alimentar (Purcell et al., 1979). Acredita-se que a inoculacado possa ocorrer pela
acao de uma forte bomba de succao e o conseqliente fluxo de liquido durante a
alimentag¢ao, que provavelmente desloca algumas células bacterianas, as quais
seriam entao expelidas através do canal alimentar para os vasos do xilema das
plantas hospedeiras (Hopkins, 1989).

Uma transmissao eficiente de X. fastidiosa requer menos do que 100
células cultivaveis por cabeca de inseto, sendo que populacdes da bactéria
acima desse nuimero nao aumentam a eficiéncia de transmissao (Hill & Purcell,
1995a). No entanto, a camara de succdo no estomodéu das cigarrinhas
(camara do cibario} pode conter mais do que 1000 células bacterianas
(Brlansky et al., 1983; Hill & Purcell, 1995a).

Nos vetores, as colénias de X. fastidiosa encontram-se restritas as
paredes do cibario, ao sulco apodemal do diafragma e no forro cuticular do
precibario (porcao anterior e posterior da valvula pré-cibarial) (Purcell et al.,
1979). A operacao da valvula na alimentacao das cigarrinhas e a localizacéo da
bactéria em relacdo a valvula podem ser importantes na transmissdo de X
Jfastidiosa (Brlansky et al., 1983}. Além disso, as adaptacoes de X. fastidiosa
para aderir ao estomodéu dos alimentadores do xilema podem ser decisivas ou

mesmo essenciais para a transmissao. A ocorréncia da bactéria em agregados
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sugere que perdas ocasionais de células agregadas da superficie do estomodéu
do inseto sejam responsaveis pela inoculacao da planta, mas essas perdas nao
sao dependentes de uma alta populacao bacteriana. Provavelmente, as células
bacterianas que sao transferidas para as plantas residem no canal alimentar
dos estiletes entre a por¢cao anterior do pré-cibario e a valvula precibarial (Hill
& Purcell, 1995a), ja que esta regula o fluxo de liquidos dos estiletes para o
cibario, representando um obstaculo ao movimento de massas de X. fastidiosa

do cibario para o xilema das plantas (Brlansky et al., 1983).

2.7 Comportamento alimentar das cigarrinhas

Ha longo tempo a alimentacdo dos hemipteros tem intrigado os
entomologistas no que diz respeito a transmissao de patogenos de plantas.
Infelizmente, os estudos alimentares envolvendo esses insetos sao
particularmente dificeis porque a penetracdo do aparelho bucal e a
subseqiiente salivagdo e ingestdo ocorrem no interior do tecido da planta
(Triplehorn et al., 1984). Os estiletes sdo certamente importantes na selecao
hospedeira e dos locais de alimentacdo por receberem os estimulos de
alimentacao e serem o meio de aquisi¢ao e transmissao de patégenos pelas
espécies vetoras (Forbes & Raine, 1973).

O estudo do comportamento alimentar das cigarrinhas vetoras de X.
fastidiosa € um passo fundamental para compreensao da transmissao, pois
durante esse processo ocorre a aquisicao de células do patégeno das plantas
infectadas e sua posterior inoculacdo em plantas sadias, iniciando-se o
processo de colonizacao das plantas hospedeiras que nao se restringem
somente ao citros e cafeeiro, mais aos hospedeiros alternativos da area.

As preferéncias alimentares das espécies que se alimentam do xilema
sdao largamente determinadas pelas diferencas no contetido de nutrientes na
seiva do xilema entre as espécies de plantas (Brodbeck et al., 1990; Thompson,
1994) e entre partes da planta (Horsfield, 1977), ajustadas pelas mudancas

diurnas na quimica da seiva do xilema (Brodbeck et al., 1993).
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De um modo geral, todos os membros da subfamilia Cicadellinae se
alimentam no xilema (Nielson, 1985; Young, 1968), mas muitas espécies
também ingerem fluidos de outros tecidos de preferéncia secundaria. Por
exemplo, 20% das provas feitas por G. atropunctata revelam ingestao no
mesofilo ou floema (Backus, 1988). Além disso, essa cigarrinha excreta
grandes quantidades de honeydew (até 2,5 ml em 24 h) (Backus, 1985), que é
um indicativo de alimentacdo no xilema. Os insetos que se alimentam na seiva
do xilema sobrevivem e se reproduzem numa fonte de alimento
nutricionalmente e energeticamente muito diluida. Conseqiientemente, eles
ingerem quantidades de seiva que sao muitas vezes o volume do seu corpo
(Andersen et al, 1989; Brodbeck et al., 1993).

O volume ingerido, contendo solutos em baixas concentracoes, fica
concentrado na camara filtro (modificacao do aparelho digestivo} onde o fluxo
de agua passa por osmose passiva, diretamente da extremidade anterior para a
posterior do meséntero (Cheung & Marshall, 1973b). Os nutrientes sao
filtrados fora ou concentrados na camara filtro para que possam ser absorvidos
no meséntero (Cheung & Marshall, 1973a). Evidéncias histologicas e analise
dos excreta de cicadelineos tém mostrado que a alimentacao € limitada aos
vasos do xilema de todas as plantas hospedeiras que foram examinadas
(Andersen et al., 1989).

Um dos obstaculos a alimentacao € que o xilema circula sobre pressao
negativa, fazendo com que as cigarrinhas paralisem a alimentacdo durante
altas temperaturas, quando o potencial da agua causado por altas taxas de
transpiracao for superior a 2,4MPa (Brodbeck et al., 1993). A tensao do xilema
pode nao ser necessariamente um forte determinante da taxa de alimentacao,
porém, essa torna-se essencialmente limitada sob tensdes menores que
2,1MPa (Andersen et al.,, 1992). A pressao hidrostatica negativa torna
necessario o uso constante dos musculos do cibario para que o fluido passe
através da camara cibarial (Backus & McLean, 1982).

Existem processos que parecem maximizar tanto a tomada quanto a
utilizacao de nutrientes das plantas hospedeiras pelos insetos alimentadores

do xilema, como a excrecao de amonia como produto nitrogenado primario
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(conservando o carbono); a alta eficiéncia na conversao de quase todos os
componentes organicos (>98%j); a alta taxa de alimentacao {100-300 vezes o
peso seco do corpo por dia) e a sincronizagao da atividade alimentar com a
flutuacao na quimica do fluido do xilema (Brodbeck et al., 1993).

Novotny & Wilson (1997) sugerem que os alimentadores do xilema tém
maior tamanho que os do floema, pois consideram que o custo energético esta
associado ao tamanho do corpo e sao polifagos, o que parece ser uma
vantagem, em funcao da alimentacdao em uma dieta extremamente pobre. Ha
uma forte correlacdo entre a concentracao de nutrientes e a preferéncia
alimentar (Brodbeck et al., 1990, 1993 e 1995; Horsfield, 1977; Thompson,
1994), indicando que a limitacao nutricional € comum nos alimentadores do
xilema. Dessa forma, uma menor gama de plantas hospedeiras limitaria a
escolha de uma fonte alimentar momentaneamente nutritiva (Novotny &
Wilson 1997).

As ninfas alimentam-se em 6rgaos novos da planta, onde o xilema esta
localizado mais proximo da superficie. Ja os adultos, podem atingir o xilema de
orgaos jovens e velhos da planta (Houston et al., 1947). As fémeas alimentam-
se do mesmo modo € nas mesmas plantas hospedeiras que as ninfas. Dessa
maneira, as sugestoes que identificam a qualidade nutricional do alimento pela
fémea, podem também estimular a oviposicao (Panda & Kush, 1995). A selegao
para oviposicao depende das caracteristicas e da idade fisiologica das folhas
(DeLong, 1971).

Ha poucas informacoes quanto as preferéncias alimentares das
cigarrinhas dos citros e, as que estao disponiveis restringem-se a observagoes
de campo. Segundo Gravena et al. (1997) as cigarrinhas tém preferéncia por se
localizarem em brotacdes ou na face da planta onde nao incidem diretamente
os raios solares e sao atraidas pela coloracao amarela. Aparentemente, cada

espécie tem preferéncia por determinados tecidos (folhas, ramos e peciolos)

fomr

ocalizados em regides especificas da planta citrica (Gravena et al., 1997; Leite
& Nakano, 2000; Yamamoto et al., 1997).
Como X. fastidiosa nao se distribui de maneira uniforme nas plantas

hospedeiras, a preferéncia alimentar dos vetores por partes especificas da
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planta citrica (folhas, ramos e peciolos)] ou pela fenologia (brotacao,
manifestacdo de sintomas) é de extrema importancia para selecao de

cigarrinhas eficientes na transmissao de X. fastidiosa e disseminacao da CVC.

2.8 Técnicas de deteccio de X. fastidiosa

Em funcao das proprias caracteristicas da bactéria X. fastidiosa, tais
.como a baixa concentracao e distribuicdo desuniforme nos tecidos vegetais,
dificuldade de cultivo, presenca de contaminantes e crescimento lento, sua
deteccao exige técnicas especificas, com alta sensibilidade, repetibilidade e
rapidez.

Assim, as técnicas de deteccao de X. fastidiosa em plantas e nos insetos
vetores sao de extrema importancia para o diagnéstico das doencas,
principalmente porque os patossistemas envolvem varias estirpes ou isolados,
diversas plantas hospedeiras e uma ampla gama de insetos vetores com
eficiéncia variavel de transmissao. Além disso, nem todas as plantas infectadas
por X. fastidiosa desenvolvem sintomas e, se estes estdo presentes, sdo muito

variaveis ou de ocorréncia sazonal.

2.8.1 Deteccao de X. fastidiosa em plantas

Para estudos de etiologia, o uso de anticorpos fluorescentes tem
permitido a deteccdo de X. fastidiosa em plantas (Auger & Shalla, 1975;
Brlansky et al., 1982), muitas vezes associado ao uso da microscopia
eletronica de varredura e transmissao (Brlansky et al., 1982). Porém, técnicas
baseadas em microscopia demandam tempo, principalmente no caso de um
grande numero de amostras, € nem sempre permitem a nitida distin¢ao entre
as celulas de parede rugosa de X. fastidiosa € a matriz presente no xilema
Purcell & Hopkins, 1996).

Para facilitar a visualizacdo das células de X. fastidiosa, Lima et al.
(1997) desenvolveram uma técnica de extracdo de liquidos do xilema através

da passagem forcada de agua pelos peciolos das folhas e observacdo em
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microscopio otico. Esse método consiste num teste rapido, barato e com
sensibilidade de 100 a 300 bactérias/ul do extrato. No entanto, essas técnicas
(microscopio de imunofluorescéncia, eletrénico e 6tico) nao sdo praticas para
testes diagnosticos de rotina (Derrick & Beretta, 1996).

O isolamento primario de X. fastidiosa foi desenvolvido por Hopkins
(1985}, possibilitando uma estimativa da populacdo de células viaveis de X.
fastidiosa em videiras com PD. Para estudos com plantas hospedeiras diversas
e insetos vetores, Hill & Purcell (1995a) introduziram uma modificacdo nessa
técnica, permitindo a estimativa do numero de unidades formadoras de colonia
(UFC) por grama de tecido baseada no peso inicial das amostras e em
diluicoes. Almeida et al. (2001) adaptaram-na para a quantificacdo de X.
fastidiosa em citros. O limiar teérico de deteccao dessa técnica € de cerca de
102-10% UFC/g, no entanto, ela nao permite a deteccao de estirpes de X
fastidiosa de dificil cultivo, esta sujeita a presenca de contaminantes diversos
(Purcell, 1997} e algumas plantas podem conter substancias que inibem o
crescimento de X. fastidiosa em meio de cultura (Purcell & Saunders, 1999).
Sua maior vantagem € a possibilidade de quantificar células viaveis com alta
confiabilidade, desde que a identidade bacteriana seja confirmada por outros
meétodos envolvendo PCR ou serologia. A desvantagem ¢é a demora na obtencao
dos resultados (15 a 20 dias}, com indices consideraveis de insucesso (Coletta
Filho & Machado, 2001).

Os métodos serologicos também sdo empregados em testes diagnoésticos
de X. fastidiosa, tais como o DIBA (dot immubinding assay), ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) e Western-blot. Nesses testes sao utilizados
anticorpos policlonais contra X. fastidiosa (Coletta Filho & Machado, 2001).

O ELISA (Raju et al., 1983; Yonce & Chang, 1987) e o DIBA (Beretta et
al., 1993b) tém sido amplamente desenvolvidos, mas apresentam baixa
sensibilidade (Nomé et al., 1980) para detectar baixas populacoes de X
fastidiosa que ocorrem em algumas espécies de plantas, além do problema de
deteccao de falsos positivos (Hill & Purcell, 1995a e b). Mesmo assim, Leu et al.
{1998) desenvolveram anticorpos capazes de revelar diferencas serologicas

entre estirpes de X. fastidiosa com resultados similares aos obtidos por
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analises de RAPD. Como vantagens, possibilitam a quantificacdo de X
Jfastidiosa (mortas ou vivas) nas amostras e o processamento de varias
amostras ao mesmo tempo (Barnard et al., 1998). As desvantagens sao a
ocorréncia de reacoes inespecificas, baixa sensibilidade (minimo 10% células
por amostra) (Minsavage et al., 1994) e falhas em distinguir células vivas das
mortas.

Em testes moleculares como o de PCR (polymerase chain reaction)
(Henson & French, 1993), ocorre amplificacdo de seqiliéncias especificas de
DNA, que se tornam visiveis como bandas em gel apdés separacao em um
campo elétrico. O teste de PCR tem a vantagem de ser o método mais sensivel,
permitindo a deteccao de apenas 10 a 100 células por reacao (Pooler &
Hartung, 1995), aléem de poder ser usado mesmo para amostras preservadas
em freezer e possibilitar distingcao entre as estirpes. Apresenta as desvantagens
de nao ser um método quantitativo e nao distinguir o DNA da bactéria viva e
da morta e ser afetado pela presenca de outros microrganismos. Além disso,
algumas substancias quimicas de ocorréncia natural em plantas podem inibir
a reacao em cadeia da enzima polimerase, resultando em deteccoes negativas,
mesmo que a presenca de X. fastidiosa em plantas ja esteja confirmada por
outros métodos (Purcell. & Hopkins, 1996).

Minsavage et al. (1994) relataram que a sensibilidade do teste de PCR ¢é
pelo menos 100 vezes maior do que a do ELISA para detecgao de X. fastidiosa.
Embora o ELISA seja conveniente para avaliar a infec¢do da bactéria nas
plantas, o teste de PCR pode ajudar na resolucdo de resultados ambiguos de
testes serologicos e na confirmacdo da identidade de isolados bacterianos.
Além disso, o teste de PCR permite a deteccdo da bactéria nos estagios iniciais,
antes do aparecimento dos sintomas na planta.

Para patogenos latentes como X. fastidiosa, € indicado sistemas de PCR
em tempo real, baseados na hibridizacao de seqiiéncias especificas de DNA.
Esses sistemas combinam a alta sensibilidade do PCR com a alta
especificidade do acido nucleico, além de requererem pouco tempo para
deteccao (2 a 3 h} (Schaad et al., 2002). Segundo os autores, esses sistemas

eliminam o tempo consumido na extracdo de DNA, tornando o sistema mais
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fechado e eliminam contaminacdes cruzadas e corrida em gel de agarose.
Entretanto, implicam na utilizacdo de equipamentos sofisticados e onerosos.
Essa técnica ja foi adaptada para deteccao da estirpe de citros de X. fastidiosa
e permite quantificar o numero de células bacterianas nas plantas infectadas
naturalmente ou artificialmente, com alta sensibilidade e reprodutividade
(Oliveira et al., 2002).

Mais de um método deve ser utilizado para a deteccao de X. fastidiosa,
devendo-se levar em consideracao o numero de amostras a serem processadas,

rapidez, sensibilidade, praticidade, repetibilidade e confiabilidade do teste.

2.8.2 Deteccao de X. fastidiosa nos insetos vetores

Yonce & Chang (1987) utilizaram-se do método de isolamento em meio
de cultura para detectar X. fastidiosa em cigarrinhas durante um
monitoramento na cultura de péssego. O ELISA foi usado extensivamente para
deteccao de X. fastidiosa em insetos vetores (Raju & Wells, 1986; Yonce &
Chang, 1987), porém, com limitag¢des, devido sua baixa sensibilidade. O limite
de deteccao de X. fastidiosa por ELISA é da ordem de 104 células (Nomé et al.,
1980), ou seja, duas ordens de magnitude acima do numero de bactérias
presentes no limen do canal alimentar do inseto vetor, necessario para uma
eficiente transmissao deste (Hill & Purcell, 1995a).

Tebar et al. (1994) detectaram X. fastidiosa na cabeca de sete espécies
de cigarrinhas coletadas em pomares com CVC, através de testes serologicos,
tais como DAS-ELISA indireto, DIBA e Western-blotting. Essa foi uma das
primeiras evidéncias de que as cigarrinhas estavam envolvidas na transmissao
de X. fastidiosa entre plantas citricas. Roberto et al. (1995) também detectaram
X. fastidiosa nas cigarrinhas D. costalimai, Acrogonia e O. facialis por
microscopia eletrénica, 6tica ou ELISA.

O uso de técnicas moleculares para detectar X. fastidiosa nos insetos
vetores, tem sido prejudicada pela presenca de inibidores de PCR nos extratos
de insetos. No entanto, a técnica da imunocaptura remove esses inibidores e

permite a concentracao e purificacdo da bactéria no inseto (Pooler et al., 1997).
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Aliado a isso, o uso de um teste duplo de PCR (nested-PCR) aumenta a
sensibilidade dos ensaios de PCR simples em aproximadamente 50-160 vezes
(Hartung et al., 1996). O método de imunocaptura associado ao nested-PCR
desenvolvido por Pooler et al. (1997) é muito sensivel, permitindo a deteccao de
menos de 5 bactérias por cigarrinha, embora seja um meétodo bastante
ONeroso.

Em funcao do baixo niimero de bactérias aderidas a parede cuticular do
canal alimentar (Hill & Purcell, 1995a) e da possivel presenca de inibidores de
PCR nos insetos vetores (Pooler et al., 1997), requer-se uma técnica especial
para extracao e purificacdo do DNA de X. fastidiosa nas cigarrinhas, mais
simples e barata. Essa técnica envolve a utilizacao do Chelex 100 como agente
que evita a degradacao do DNA durante a fervura, por quelar ions metalicos
que poderiam atuar como catalisadores na quebra do DNA em altas
temperaturas, em solucoes de baixa forca i6nica. Além disso, essa resina é
facilmente removida das amostras e nao interfere com o MgCl, durante a
amplificacdo por PCR (Walsh et al., 1991).

Paido & Leite Junior (2001) testaram trés meétodos de extracdo de DNA
dos insetos vetores e verificaram que o método de extragcao tem pouca
influéncia no nested-PCR, sendo a alta sensibilidade apresentada pela técnica
(10 UFC/mL)}, o fator responsavel pela deteccao de X. fastidiosa.

E importante salientar que estes testes de deteccao de X. fastidiosa nao
necessariamente revelam a habilidade do inseto vetor em transmitir a bactéria.
Por exemplo, a infectividade do vetor pode ser perdida durante a ecdise, mas a
infeccdo bacteriana retida no meséntero e detectada no corpo das cigarrinhas
por ELISA (Purcell, 1989). Além disso, tem sido constatada a transmissao de X.
Jfastidiosa por cigarrinhas sem agregados de bactéria visiveis por microscopia
eletronica de varredura (Brlansky et al., 1983; Purcell et al.,, 1979} ou
detectaveis através de cultura (Hill & Purcell, 1995a).



3 MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos propostos, o trabalho foi conduzido em varias
etapas, incluindo o estabelecimento de uma criacao para obtencao de insetos
sadios e a selecao de plantas nao hospedeiras de Xylella fastidiosa Wells et al.
para a manutencao dos vetores, que se constituiram em uma etapa basica e
essencial para a execucao dos experimentos de transmissao em plantas de
citros e café. Os experimentos de transmissio representaram a etapa principal
do trabalho, sendo realizados em quatro épocas de inoculagao, comparando-se
duas espécies de cigarrinhas de cada tribo: Bucephalogonia xanthophis (Berg)
(Figura 1A) e Dilobopterus costalimai Young (Figura 1B) como representantes de
Cicadellini, e Homalodisca ignorata Melichar (Figura 1C) e Oncometopia facialis
(Signoret) (Figura 1D) de Proconiini.

Como a aquisicao e inoculacdo de X. fastidiosa ocorrem durante a
alimentacao das cigarrinhas, postula-se que o comportamento alimentar
desses insetos nas plantas hospedeiras tenha influéncia sobre a eficiéncia que
os mesmos transmitem a bactéria, podendo explicar as baixas taxas de
transmissao por vetores em citros relatadas em estudos anteriores. Portanto,
em carater complementar, procurou-se estudar as preferéncias alimentares de
D. costalimai e O. facialis em plantas citricas sadias (vplanta-teste} e infectadas
(~planta-fonte) em testes de livre escolha, assim como a taxa ingestao de seiva
das plantas por individuos dessas espécies em teste de confinamento.

Os experimentos foram executados no periodo de janeiro de 2000 a
outubro de 2002, nas dependéncias do Laboratoério de Insetos Vetores € casas
de vegetacao do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia
Agricola da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),

Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, SP.
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As plantas de laranja-doce [Citrus sinensis (L.} Osbeck] foram obtidas
junto ao Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) e as de café (Coffea
arabica L.} no campo experimental Dr. Alcides Carvalho, pertencente a
Cooperativa Garcafé, em Garca, SP. Essas plantas foram conduzidas em
condicoes protegidas contra o acesso de insetos vetores e adubadas
periodicamente. As plantas de boldo (Vernonia condensata Baker) foram
propagadas por estaquia e as de lixeira [Aloysia virgata (Ruiz & Pavan) Juss.]
obtidas a partir de sementes, sendo ambas espécies produzidas em casa de
‘vegetacao.

Os experimentos e as técnicas de deteccao utilizadas foram divididos em

varias etapas, descritas a seguir.

3.1 Obtencao e manutencio dos isolados de X. fastidiosa

O isolado de X. fastidiosa de citros (CVC) foi proveniente de uma planta-
fonte sintomatica da Estagao Experimental de Citricultura de Bebedouro, SP e
o de cafeeiro (ARC), de uma planta sintomatica da Fazenda Cambui, Matao,
SP. Os isolados foram obtidos através do isolamento em meio de cultura (item
3.6.1) do peciolo e nervura central das folhas coletadas. Cerca de 15 dias apos
o isolamento, obtiveram-se as primeiras colénias de X. fastidiosa em meio
solido Periwinkle wilt gelrite (PWG) (Hill & Purcell, 1995a). A partir de uma
Unica colonia de cada isolado de X. fastidiosa, foram realizadas trés repicagens
consecutivas {triplice clonagem) em meio PWG, visando-se purificar o isolado.

Apobs a triplice clonagem, os isolados foram preservados em ultrafreezer
a —80°C. O meio utilizado na preservacao foi o succinato-citrato-fosfato (SPC)
(8,6 mM K2HPO4; 7,3 mM KH2PO4; 3,7 mM succinato dissodico; 3,4 mM citrato
dissodico; pH 7,0) acrescido de 30 % de glicerol, sendo autoclavado e
transferido para tubos estéreis de 1,5 mL antes da preservacao.

A partir do material purificado em meio sélidoc PWG, preparou-se uma
suspensao bacteriana concentrada, raspando-se as colonias do meio sélido
com uma alca de platina e adicionando-as em um tubo de polipropileno

contendo tampéao fosfato salino (Phosphate buffer saline - PBS) (10 mM
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NaxHPO4; 1,7 mM KHyPOy4; 0,14 mM NaCl; 2,7 mM KCI; pH 7,0) estéril, até a
obtencao de uma suspensao turbida. A suspensao foi homogeneizada atraves
de micropipeta com ponteira esterilizada, sendo que 30-60 pl da mesma foi
transferida para os tubos estéreis contendo 200 pl do meio de preservacao. Em
seguida, os tubos foram etiquetados e mantidos no ultrafreezer até a utilizacao
dos isolados.

Os isolados de CVC e de ARC de X. fastidiosa utilizados nas inoculagoes
das plantas de citros e café, respectivamente, estao depositados na Colecao de
Culturas Tropicais da Fundacado André Tosello (Campinas, SP) sob os codigos
de acesso CCT 6570 e CCT 6756, respectivamente.

As plantas-fonte de X. fastidiosa de citros e café foram obtidas através
de inoculagdes mecanicas com agulha (Almeida et al., 2001) de suspensoes
concentradas dos isolados preservados em ultrafreezer. Através desse
procedimento, padronizou-se a passagem e o perfil genético dos isolados nos
varios experimentos e épocas de inoculacao. As suspensdes eram produzidas
apos duas repicagens em meio solido PWG da cultura preservada, raspando-se
as coldnias do segundo repique com uma alca de platina e homogeneizando-as
em PBS até a obtencdo de uma concentracido equivalente a 107, 108 ou 10°

unidades formadoras de colonias (UFC)/mL de tampao.

3.2 Selecao de plantas ndo hospedeiras de X. fastidiosa para obtencao de

cigarrinhas sadias

Plantas hospedeiras ideais para producao de insetos vetores sadios sao
aquelas imunes ao patéogeno. Assim, realizou-se um experimento para avaliar a
infeccao e sobrevivéncia dos isolados de X. fastidiosa de citros e cafeeiro em
boldo (V. condensata) e lixeira (A. virgata), que sdo bons hospedeiros para
criacao das cigarrinhas (Almeida, 1999; Giustolin et al., 2002; Milanez et al.,
2001).

Placas de cultura com colénias do isolado de citros (CCT 6570) e de
cafeeiro (CCT 6756) foram obtidas apos duas passagens do inoculo purificado e

preservado a - 80°C. A suspensdo bacteriana foi preparada seguindo os
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procedimentos descritos no item 3.1. As concentracdoes de bactéria viavel,
determinadas por dilui¢éo serial (102, 104 e 10¢) do in6culo e plaqueamento
em meio s6lido PWG foram 1,1X107 UFC/mL e 2,5 X108 UFC/mL para os
isolados de citros e cafeeiro, respectivamente.

Para cada isolado, vinte plantas de boldo e cinco de lixeira, foram
inoculadas pelo método da agulha (Almeida et al., 2001) (Figura 2). As plantas-
teste foram inoculadas em trés pontos da haste principal, marcados com
caneta, sendo que cada ponto recebeu uma gota de 5 pL da suspensao da
bactéria (Figura 2A). A gota foi colocada na superficie da haste e perfurada
cinco vezes com um estilete contendo um alfinete entomolodgico (n2 0) na ponta
(Figura 2B). Esse procedimento possibilitou a absor¢ao do inoculo pela planta
no periodo de 3-5 min apés a perfuracdo. As inoculagdes mecanicas foram
feitas no horario mais quente do dia, quando a planta absorve rapidamente.

Como controle positivo, 10 mudas de C. sinensis (var. Caipira) e 15 de C.
arabica (cv. Mundo Novo} foram inoculadas simultaneamente com os isolados
de citros e de cafeeiro, respectivamente. Como controle negativo, 5 (citros,
cafeeiro e lixeira) a 10 (boldo) plantas de cada espécie foram inoculadas
somente com PBS.

As avaliacdes de infeccdo das plantas por X. fastidiosa foram realizadas
1, 4, 6 e 12 meses apoOs a inoculagao, retirando-se as folhas localizadas logo
acima do ponto de inoculacdo. Os testes de deteccao utilizados foram
isolamento em meio de cultura (item 3.6.1), DAS-ELISA (Double antibody
sandwich-Enzime-linked immunosorbent assay) indireto (item 3.6.2) e o de
reacao em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) (item
3.6.3.1}. O aparecimento de sintomas foi acompanhado semanalmente através
de observagodes comparativas de plantas inoculadas e nao inoculadas de cada
espécie vegetal. A viabilidade do inéculo e viruléncia dos isolados de X
fastidiosa foi demonstrada através da observacao de sintomas e deteccao da
bactéria nas plantas inoculadas de citros e de café (controles positivos).

Um segundo experimento foi realizado para avaliar uma possivel
sobrevivéncia de infecgbes iniciais de X. fastidiosa em plantas de boldo. Trinta

plantas-teste de boldo e 10 de C. sinensis (var. Caipira} (controle positivo)



32

foram inoculadas na haste pelo método da agulha (1 ponto de inoculacao por
planta) com 5 uL de uma suspensao de 8,8 X108 UFC/mL do isolado de citros
(CCT 6570). Dez plantas de boldo e cinco de citros foram inoculadas somente
com PBS (controle negativo). Aos 7 e 14 dias apés a inoculacdo, amostras de
hastes e peciolos foliares, localizadas 1 cm acima do ponto inoculado, foram
retiradas de cada planta-teste e submetidas ao isolamento primario em meio

de cultura (item 3.6.1) para deteccao de células bacterianas viaveis.

3.3 Obtencao e manutencao de cigarrinhas sadias

Um sistema de criagcdo para producido de cigarrinhas livres de X
fastidiosa foi desenvolvido de forma que ninfas recém-eclodidas, obtidas em
laboratoério, sao transferidas para plantas sadias ou nao hospedeiras da
bactéria. Como nao se conhece a ocorréncia da transmissao transovariana de
X. fastidiosa (Freitag, 1951) e este tipo de transmissdo é muito rara entre os
procariotos, ninfas recém-eclodidas estao livres da bactéria, a ndo ser que se
alimentem em um tecido infectado. No caso de ocorrer aquisicao acidental do
patogeno, qualquer ninfa infectiva perdera o inéculo bacteriano durante o
desenvolvimento em plantas sem X. fastidiosa, porque a bactéria aderida ao
estomodéu dos vetores € eliminada juntamente com a cuticula a cada ecdise
(Purcell & Finlay, 1979}.

Para obtencao de posturas de cigarrinhas, adultos de diversas espécies
foram coletados no campo (regido de Bebedouro}, transportados em mudas de
laranja-doce para Piracicaba e em seguida confinados para oviposi¢cao durante
7-14 dias em plantas sadias de boldo (V. condensata) ou em mudas sadias de
laranja-doce, em casa de vegetacdo. O boldo foi usado como hospedeiro de
oviposi¢cdo e desenvolvimento para B. xanthophis, enquanto que laranja-doce
foi o hospedeiro de oviposicao para Acrogonia citrina Marucci & Cavichioli, D.
costalimai, H. ignorata e O. facialis. Durante a oviposicaoc, os insetos foram
confinados sobre plantas de boldo mantidas em gaiolas de criagao (32x32x50

cm) (Figura 3A) ou em plantas de citros envoltas por sacos de voil {Figura 3B).
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Figura 1 - Espécies de cigarrinhas utilizadas nos testes de transmissao
(A, B, C e D) e nos testes de preferéncia alimentar (B e D), (A)
Bucephalogonia xanthophis; (B) Dilobopterus costalimai, (C)

Homalodisca ignorata e (D) Oncometopia facialis.

Figura 2 - Esquema da inoculacdo de plantas pelo método da agulha. (A)
Gota de S pl no ponto de inoculacao; (B) Perfuragdes sobre a

suspensao bacteriana.
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As plantas de boldo contendo os ovos de B. xanthophis foram
transferidas diretamente para caixas maiores (50x60x70 cm) (Figura 3C) para
o desenvolvimento ninfal. Os adultos assim obtidos, antes de serem utilizados
nos testes, eram confinados sobre novas plantas de boldo em gaiolas
(32x32x50 cm) para realizacao de posturas, objetivando-se a continuidade da
criagdo.

Quando as plantas citricas foram utilizadas para oviposi¢ao, as folhas
contendo as posturas foram retiradas das plantas e colocadas dentro de placas
de Petri. Os peciolos foram cobertos com algodao umedecido para manutengao
da turgidez das folhas (Figura 3D). As placas de Petri foram mantidas em uma
incubadora a 25 + 29C e fotofase de 14 h, sendo avaliadas diariamente quanto
a eclosao das ninfas. Logo apds a eclosao, as ninfas de primeiro instar de A.
citrina, D. costalimai, H. ignorata e O. facialis foram transferidas para mudas
sadias de boldo, mantidas em caixas de criacao (50x60x70 cm). Por serem
insetos polifagos, plantas de citros sadias foram adicionadas as gaiolas para
completar o desenvolvimento dos ultimos instares ninfais (Figuras 3E). Para
este segundo sistema de criacdo, houve necessidade de coletas semanais ou
quinzenais de cigarrinhas para obtencao das posturas e manutencao da
criacao.

Um lote das cigarrinhas adultas obtidas por este sistema de criacao
(Figura 3F) foi selecionado para avaliacdo de infectividade através de um teste
duplo de PCR (nested-PCR), utilizando-se oligonucleotideos especificos para

deteccao de X. fastidiosa (item 3.6.3.2).

3.4 Experimentos de transmissiao de X. fastidiosa por cigarrinhas em

citros e cafeeiro

Visando-se determinar a propor¢ao de plantas infectivas e a eficiéncia de
transmissao de X. fastidiosa por quatro espécies de cigarrinhas entre plantas
de citros e de café, realizaram-se experimentos de inoculacao por cigarrinhas e
por agulha em quatro épocas (outono-inverno 2000, primavera 2000, verao
2000/2001 e primavera 2001).
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, | s ,
Figura 3 - Sistema de criacéo de cigarrinhas sadias. (A) Caixa para postura em

Vernonia condensata, (B) Posturas em mudas citricas; (C) Caixa
para transferéncia das ninfas recém-eclodidas em plantas sadias de
citros e de V. condensata; (D) Incubagdo dos ovos nas folhas
destacadas; (D) Planta de V. condensata usada para
desenvolvimento ninfal; (F) Ninfas e adultos de Dilobopterus

costalimai criados em V. condensata.
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Nesses experimentos utilizaram-se de mudas sadias obtidas de
sementes de laranja-doce da variedade Westin e de café da cultivar Catuai
vermelho, clone 99. Apés atingirem uma altura de 30-50 cm, os seedlings de
laranja-doce foram podados a uma altura de 8-10 cm do solo (deixando-se
cerca de 4 folhas basais) e adubados com nitrocalcio (3g/10L), de forma que
apos cerca de 25 dias estivessem brotando uniformemente e em estagio ideal
para utilizacdo nos testes de transmissao.

Foram selecionadas para os experimentos de transmissao duas espécies
de cigarrinhas da tribo Cicadellini (B. xanthophis e D. costalimai) e duas de
Proconiini (A. citrina e O. facialis). No entanto, as tentativas de criar e manter
individuos de A. citrina falharam, devido a excessiva mortalidade de imaturos
durante o desenvolvimento ninfal e dos adultos durante os periodos de acesso
a aquisicao e inoculacdo. Assim, substituiu-se A. citrina por outra espécie de
Proconiini, H. ignorata.

Para a aquisicao de X. fastidiosa, as cigarrinhas obtidas da criacao em
diferentes épocas foram confinadas sobre plantas-fonte infectadas com os
isolados de CVC (CCT 6570) e de ARC (CCT 6756), respectivamente, nas quais
a populacdo bacteriana viavel havia sido previamente quantificada por
isolamento primario em meio de cultura, conforme descrito no item 3.6.1 (~106
UFC/g de tecido) (Tabela 1). Os insetos foram mantidos nas plantas-fonte
utilizando-se de um saco de tecido tipo voil, por um periodo de acesso a
aquisicao (PAA) de 48 h (Figura 4A).

A seguir, os insetos foram transferidos para plantas-teste (mudas sadias
de citros e café) por um periodo de acesso a inoculacao {PAI} de 48 h (Figura
4B). Durante esse periodo, as cigarrinhas foram confinadas nas brotacées de
citros ou nas folhas novas de cafeeiro utilizando-se de uma gaiola retangular
(12x16 cm) de isopor com duas aberturas laterais de ventilacao cobertas por
voil (7x11 cm). A gaiola, formada por duas partes simétricas acopladas, foi
presa as plantas através de elasticos (de dinheiro} e sustentada por uma estaca
fina de bambu. Utilizou-se uma fita de espuma na area de encaixe das duas
partes, para vedacdo e acomodacao do tecido vegetal (Figura 4C). Utilizaram-se

trés cigarrinhas por planta-teste para B. xanthophis, D. costalimai e O. facialis.
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Apenas um individuo da espécie H. ignorata foi utilizado por planta-teste, por
essa cigarrinha ser menos abundante no campo, o que restringiu a obtencao

das posturas e dos adultos sadios.

Tabela 1. Numero de plantas-teste de citros e de café inoculadas por

cigarrinhas em diferentes épocas.

Ne. de plantas-  Populacao viavel de Xylella

Epocaa Meses teste inoculadas fastidiosa nas plantas-fonte
(UFC/g de tecido)
Citros Café Citros Café
1 maio-julho/00 25 29 2,0X106 2,4X106
2 agosto-outubro/00 47 45 2,4X106 2,0X106
3 dezembro-marc¢o/01 64 64 1,5X10¢6 1,8X106
4 agosto-novembro/01 43 41 1,6X106 1,8X1090

aEpocas de inoculagdo, 1: outono-inverno 2000; 2: primavera 2000; 3: verdo

2000/2001; 4: primavera 2001.

Simultaneamente as inoculacdes por cigarrinhas, grupos de 8 a 17
mudas de citros e de café foram inoculadas com suspensoes dos isolados de X.
fastidiosa de CVC e de ARC, respectivamente, através do método da agulha
(item 3.2), constituindo-se nos controles positivos dos experimentos de
transmissao (Tabela 2). A concentracao bacteriana das suspensoes inoculadas
foi determinada por diluicao em série (102, 104, 106 e 10-7) e plaqueamento
em meio so6lido PWG, conforme descrito em 3.2. As concentragdes das
suspensoes bacterianas inoculadas em citros nas quatro épocas foram:
outono-inverno/00 - 107 UFC/mL; primavera/00 - 102 UFC/mL; verao 00/01 -
108 UFC/mL; primavera/01 - 107 UFC/mL e em cafeeiro: outono-inverno/00 -
108 UFC/mlL; primavera/00 - 108 UFC/mL; verao 00/01 - 108 UFC/mL;
primavera/01 - 109 UFC/mL.

De forma analoga, grupos de 3 a 6 mudas de citros e café foram
inoculadas somente com PBS, constituindo-se nos controles negativos das

inoculacgoes. Para checar a sanidade das plantas-teste, 9-60 mudas de citros e
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de café nao inoculadas foram deixadas como controle negativo em cada época
de inoculacao (Tabela 2}.

Os experimentos de transmissao foram realizados no periodo de maio de
2000 a outubro de 2001, na medida em que se obtinham insetos adultos na
criacdo. Numeros similares de plantas-teste de citros e de café foram
inoculados por cigarrinhas (Tabela 1) e por agulha {(controle positivo) (Tabela 2}
em cada época de inoculacéo.

As cigarrinhas mortas durante os PAA e PAI, foram guardadas em
recipientes devidamente etiquetados, sendo armazenadas a - 80°C para
posterior extracao de DNA e deteccao de X. fastidiosa pelo teste de PCR duplo
(item 3.6.3.2). As que sobreviveram apos o PAI foram mantidas por 10 dias em
plantas sadias de citros ou de café para propiciar a multiplicacao das células
bacterianas eventualmente adquiridas pelos insetos. Essas plantas foram
avaliadas diariamente, retirando-se as cigarrinhas mortas e anotando-se a
data nos recipientes. Apods o referido periodo, os insetos remanescentes foram

retirados das plantas, sendo também armazenados para os testes de deteccao.

Tabela 2. Numero de plantas-teste de Citrus sinensis e de Coffea arabica
inoculadas por agulha com suspensao de Xylella fastidiosa
(controle+), apenas com tampao (PBS) ou nao inoculadas (controle-),

nas diferentes épocas.

C. sinensis ' C. arabica
Epocas Controle+ PBS Controle- Controle+ PBS Controle-
1 8 3 10 9 3 9
2 8 3 12 9 3 10
3 16 6 27 17 6 60
4 9 3 12 9 3 15

afpocas de inoculacdo, 1: outono-inverno 2000; 2: primavera 2000; 3: verao
2000/2001; 4: primavera 2001.

As plantas-teste de citros e de café foram transplantadas para vasos de

5 dm? contendo mistura de solo, esterco e areia na proporcao de 3: 2: 1, sendo
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mantidas em uma casa de vegetacao livre de insetos vetores, na Fazenda Areao
(ESALQ/USP). As plantas foram adubadas quinzenalmente com 2,5 g/L de
Chelal RD: BMS Micro-nutrients N.V., Bornem, Bélgica (B= 2%; Cu= 0,5%;
Fe=3,25%; Mn=4,0%; Zn=5,1%) e a cada quatro meses com 3 g/vaso de Vip
Enduro: Nutriplant Indtstria e Comeércio, Paulinia, SP {(N= 30%; P20s= 11%;
Mg= 1,3%; B= 0,05%; Zn= 1,0%). As plantas foram pulverizadas sempre que
ocorria infestacao de alguma praga, sendo que os inseticidas utilizados estao

listados na Tabela 3.

Tabela 3. Inseticidas utilizados para o controle de pragas nas plantas-teste de

Citrus sinensis e de Coffea arabica, dos

experimentos de

transmissao.

Ingrediente ativo Produto comercial Praga visada

C. sinensis C. arabica

abamectina Vertimec 18 CE Minadora, Acaro Acaro
cartap Thiobel 500 OS - Bicho mineiro
dicofol Kelthane 480 CE Acaro -
dimetoato Perfekthion 400 CE  Pulgéo, Cochonilha Cochonilha
enxofre Enxofre 800 PM Acaro Acaro
fenpropatrina Meothrin 300 CE Acaro, Pulgao Bicho mineiro
imidacloprid Confidor 700 GRDA Pulgao, Cochonilha Cochonilha
mevinfos Phosdrin 183 CE Cochonilha, Pulgao Cochonilha

paration metilico

Folidol 600 CE

Pulgao, Cochonilha

Bicho mineiro

A avaliacao das plantas-teste quanto a infeccdo por X. fastidiosa foi

realizada a partir dos 6 meses apods inoculagao através dos testes de
isolamento primario em meio de cultura (item 3.6.1) e de PCR (item 3.6.3.1),
sendo repetida aos 12 e/ou 18 meses apenas por PCR. Apenas para o lote
inoculado entre agosto e outubro de 2001 (época 4) nao foi realizada avaliacao
aos 18 meses. A confirmacao de uma planta como infectada por X. fastidiosa

(ou positiva) foi baseada em pelo menos um dos seguintes critérios: aj
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isolamento primario da bactéria de amostra foliar e confirmacao da identidade
do isolado por PCR; b} deteccao positiva de X. fastidiosa em amostra foliar pelo
teste de PCR em duas ou mais tentativas. Todas a amostras que contaminaram
durante o isolamento em meio de cultura, ou que tiveram resultados duvidosos

pelo teste de PCR foram repetidas até a obtencao de resultados consistentes.

3.4.1 Analise dos dados

Os dados de porcentagem de mortalidade durante os PAA e PAI e de
infectividade das quatro espécies de cigarrinhas foram comparados entre os
dois hospedeiros (citros e cafeeiro) através do teste de diferenca entre duas
proporc¢oes (Magalhaes & Lima, 2002).

A analise dos experimentos de transmissao em citros e em cafeeiro foi
realizada separadamente utilizando-se o programa SAS Institute (1996). Para a
comparacao da porcentagem de plantas positivas entre as quatro espécies de
cigarrinhas, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial considerando quatro espécies de cigarrinhas e quatro épocas de
inoculacao. Os valores observados foram O e 1, referentes a planta negativa ou
positiva, respectivamente, quanto a presenca de X. fastidiosa. Considerando
que os dados seguiram a distribuicao de Bernoulli, utilizou-se um modelo
linear generalizado com ligacao logistica. Quando a estatistica da razao de
verossimilhanca (Qui-quadrado) revelou efeito de um dos fatores (espécies e
épocas) ou da interacao espécie/época, os fatores foram comparados através
de contrastes. As comparagoes das porcentagens de plantas positivas entre
citros e café foram realizadas através do teste de diferencas entre duas
proporcoes (Magalhaes & Lima, 2002).

A taxa de transmissao por individuo das quatro espécies de cigarrinhas
em citros e em cafeeiro foi calculada de acordo com Swallow (1985). A
comparacao da eficiéncia de transmissao de cada espécie entre citros e cafeeiro
e entre cada duas espécies num mesmo hospedeiro foi realizada através do

teste de diferenca entre duas propor¢oes (Magalhaes & Lima, 2002).
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3.5 Testes de comportamento alimentar das cigarrinhas em citros

O comportamento alimentar das cigarrinhas foi estudado em seis
experimentos com O. facialis e cinco com D. costalimai. Os trés primeiros
experimentos (3.5.1.1 - 3.5.1.3) foram realizados com mudas sadias de laranja
‘Pera’ (C. sinensis), com ~70 cm de altura, enxertadas sobre limao cravo (Citrus
limonia Osbeck) e mantidas em sacos plasticos com substrato Plantmax. Nos
demais (itens 3.5.1.4 e 3.5.1.5), utilizaram-se pés-francos (seedlings) de C.
sinensis (‘Westin’ e ‘Caipira’) inoculados com o isolado de X. fastidiosa de CVC
(CCT 6570} e transplantados para vasos de 5 dm3 contendo solo, esterco
bovino e areia nas proporc¢oes de 3: 2: 1, para a manifestacao dos sintomas. As

inoculacoes foram realizadas conforme descrito para plantas-fonte no item 3.1.

3.5.1 Estudos de preferéncia em livre escolha

As camaras de observacao utilizadas nos experimentos 3.5.1.1 a 3.5.1.5
constituiram-se de caixas (63x63x120 cm) com estrutura de madeira e teto e
laterais de acrilico; uma das laterais (porta) foi revestida com tela antiafidica,
apresentando uma manga de tecido tipo voil para transferéncia dos insetos e
irrigacao das plantas (Figura S5A). Cerca de 40 insetos foram liberados na
porcao central de cada camara no final da tarde (17 h). Os experimentos foram
avaliados em intervalos de tempos fixos apds 3 (20 h), 15 (8 h), 20 (14 h), 24
(17 h), 39 (8 h), 45 (14 h) e 48 (17 h) h da instalacao, anotando-se o numero de
insetos mortos, dispersos € os que escolheram uma das mudas citricas ou um
dos locais de alimentacdo. Desprezaram-se os insetos mortos e dispersos no

célculo do nimero de cigarrinhas que escolheram cada tratamento.
3.5.1.1 Selecdo na planta citrica
Realizou-se um experimento de livre escolha para verificar a parte da

muda citrica que atrai o inseto durante a selecao hospedeira, colocando-se

numa mesma camara de observacao uma planta completa, uma planta com as
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folhas cobertas com filme plastico aderente do tipo PVC e outra com os ramos
secundarios cobertos. Considerou-se como ramo secundario aquele formado
acima do porta-enxerto de limao cravo.

Utilizaram-se plantas de tamanho e coloracdo uniforme, que foram
posicionadas nas caixas de forma a nao tocarem umas nas outras. Preferiu-se
cobrir as folhas e ramos com plastico aderente, pois a retirada das mesmas
poderia alterar a fisiologia das plantas ou possibilitar a emissao de volateis,

alterando o comportamento do inseto.

3.5.1.2 Seleciao do local de alimentacao na planta citrica

Colocou-se uma unica muda citrica na camara de observacao para
determinar o local preferido de alimentacéo entre: peciolo (P}, nervura central
(NC) ou secundaria (NS) da folha e ramo primario (RP} ou secundario (RS) da
planta.

Considerou-se como ramo primario aquele proveniente do porta-enxerto
de limao cravo e como ramo secundario aquele formado acima do porta-

enxerto de limao cravo (haste principal).

3.5.1.3 Selecao entre plantas citricas com e sem brotacao

Para avaliar o papel da brotacdo na atratividade de citros as cigarrinhas,
realizou-se um experimento de livre escolha colocando-se na mesma camara
duas mudas de laranja, uma com e outra sem brotag¢ao no apice.

As brotacdes das plantas do tratamento sem brotacao foram retiradas
logo no inicio de sua emissao, cerca de 15 dias antes de serem utilizadas nos

experimentos.

3.5.1.4 Selecio entre plantas citricas com sintomas de CVC e sadias

Procurou-se estudar a influéncia da infec¢do por X. fastidiosa na

atratividade de citros as duas espécies de cigarrinhas, utilizando-se plantas de
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C. sinensis (Westin’) com alta manifestacao de sintomas, de modo que todas
ou a maioria das folhas se mostravam cloréticas ou com inicio de necrose e
com populacdo bacteriana viavel em torno de 106 UFC/g de tecido. Plantas
sadias da mesma variedade e idade foram colocadas juntamente com as
sintomaticas nas camaras de observacao. Utilizou-se em cada camara de

observacao uma planta sadia e uma planta com sintoma de CVC.

3.5.1.5 Selecdo entre plantas infectadas assintomaticas e plantas sadias

Esse experimento foi realizado para verificar a preferéncia de O. facialis
entre plantas sadias de C. sinensis (‘Caipira’) e plantas infectadas por X
fastidiosa, porém ainda sem expressao de sintomas, com populacao bacteriana
em torno de 104 ou 105 UFC/g de tecido. As plantas infectadas foram mantidas
nas camaras de observacdo juntamente com plantas sadias da mesma
variedade e idade. Colocou-se uma planta sadia e uma planta infectada
assintomatica por camara de observagdo, as quais eram semelhantes
externamente.

Devido a baixa disponibilidade de D. costalimai no campo e sua
excessiva mortalidade durante a execugao dos testes, nao foi possivel obter um

numero suficiente de repeticoes para essa espécie.

3.5.1.6 Delineamento experimental e analise dos estudos de preferéncia

Para os cinco experimentos, utilizou-se o delineamento em blocos ao
acaso, em esquema fatorial, com 10 blocos (uma repeticdo ou camara de
observacédo por bloco), em esquema de parcelas subdivididas, sendo as
parcelas correspondentes aos tratamentos e as subparcelas aos tempos. Os
dados coletados representaram contagem do ntimero de insetos por tratamento
para cada experimento. Inicialmente, analisou-se a ocorréncia de uma
superdispersao, utilizando a rotina Oswald com o software S-Plus (Statistical
Science, 1993). Como nao houve dados superdispersos, pdde-se supor uma

distribuicao de Poison e utilizar a transformacao log (x+1) para proceder a
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analise de variancia. Assim, de acordo com o esquema de analise em medidas
repetidas no tempo, quando nao houve interacao significativa dos tratamentos
com o tempo, realizou-se apenas um teste de Tukey (P<0,05), comparando-se o
numero médio de insetos por tratamento nos sete periodos de avaliacao. Caso
contrario, obtiveram-se também curvas de regressao para cada tratamento,
para as diversas interacoes de tempo.

Além disso, realizou-se uma analise conjunta, seguida de testes de
comparacoes multiplas entre as duas espécies de cigarrinhas nos quatro

primeiros experimentos.

3.5.2 Avaliacdo da taxa de ingestao em plantas sadias ou infectadas por X.

fastidiosa

Esse estudo teve por objetivo comparar a taxa de ingestao de seiva pelas
cigarrinhas O. facialis e D. costalimai quando confinadas em plantas citricas
sadias em relacao a plantas infectadas com X. fastidiosa.

O experimento foi realizado com plantas de C. sinensis infectadas
sintomaticas (‘Westin’; 8 meses apos a inoculacao) e assintomaticas (‘Caipira’;
4 meses apo6s a inoculacao), e com plantas sadias (testemunhas) de idades
correspondentes. Assim, foram constituidos quatro tratamentos: Trat. 1:
planta infectada sem desenvolvimento de sintomas; Test. 1: planta sadia
(mesma idade e variedade que Trat. 1); Trat. 2: planta infectada sintomatica;
Test. 2: planta sadia (mesma idade e variedade que Trat. 2).

A taxa de ingestdo foi medida de maneira indireta através da coleta do
honeydew excretado por unidade de tempo. Para isso, machos adultos das
cigarrinhas foram confinados individualmente sobre se¢des de ramos com pelo
menos uma folha, utilizando-se de uma gaiola plastica (tubo Falcon de 50 ml)
acoplada a um reservatorio graduado na parte inferior (Falcon de 15 ml) para
o recolhimento da excrecdo (Andersen et al.,, 1992). As gaiolas (Figura 5B)
foram posicionadas sobre os ramos de modo a favorecer o escoamento do
liquido para o recipiente graduado, objetivando-se a avaliagao do volume de

honeydew excretado.
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Figura 4 - Esquema do teste de transmissdo com citros. (A) Planta-fonte
utilizada durante o periodo de acesso a aquisi¢do; (B) Planta-
teste utilizada durante o periodo de acesso a inoculacao; (C)

Plantas-teste com os insetos confinados na gaiola de isopor.

Figura 5 - (A) Camara de observacao utilizada nos testes de livre escolha

e (B) Gaiola usada no teste de excrecéo de honeydew.
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Durante a instalacao do teste, retirou-se uma folha logo acima e outra
abaixo do local do ramo onde foi posicionada a gaiola, para teste de isolamento
em meio de cultura (item 3.6.1) e confirmacao da presenca de X. fastidiosa no
local de alimentacao das cigarrinhas. As folhas das plantas sadias também
foram amostradas para confirmacao da sanidade dos tecidos vegetais.

O experimento foi instalado no inicio da manha (8 h) e avaliado em
intervalos de tempos fixos, apés 6 (14 h); 12 (20 h); 24 (8 h); 30 (14 h); 36 (20
h); 48 (8 h); 54 (14 h); 60 (20 h) e 72 (8 h) h do inicio do confinamento das
cigarrinhas nas gaiolas, anotando-se a mortalidade e o volume excretado em
cada periodo. Na primeira avaliacdo, as cigarrinhas mortas foram substituidas,
devido a possibilidade do manuseio ter debilitado alguns individuos; nas
demais avaliacoes, a sobrevivéncia foi utilizada como parametro de
comparacao entre os tratamentos.

Esse experimento constou de sete repeticoes (sete plantas com um
inseto por gaiola) por tratamento. Os dados de mortalidade foram utilizados
para obtencédo de curvas de sobrevivéncia das duas espécies de cigarrinhas,
utilizando-se o programa SAS Institute (1996). As curvas de sobrevivéncia
foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier (1958) e comparadas através
dos testes de Wilcoxon e log-Rank (Alisson, 1995). Os dados de volume de
excrecao e de proporcao de insetos que excretaram apos 24, 48 e 72 h foram
utilizados para comparacao da taxa de ingestao e propensao para alimentacao

em plantas infectadas e sadias.

3.6 Técnicas de deteccao de X. fastidiosa

3.6.1 Isolamento em meio de cultura

Para isolar X. fastidiosa e quantificar sua populacdo em plantas
inoculadas, utilizou-se a técnica de isolamento primario em meio de cultura
desenvolvida por Hill & Purcell (1995a) e adaptada para citros por Almeida et

al. (2001).
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Inicialmente, porcdes do peciolo e parte da nervura central das folhas
amostradas foram cortadas com laminas e pesadas em balanca semi-analitica,
estabelecendo-se um peso maximo de 0,10 g por amostra. A assepsia destas foi
realizada em camara de fluxo laminar (Mod. VLFS-09, Veco, Campinas, SP),
utilizando-se instrumentos e materiais previamente autoclavados. Para
esterilizacdo superficial, cada amostra passou por banhos sucessivos de 2 min
em recipientes contendo alcool (92,8%) (uma passagem), hipoclorito de so6dio
(2%) (uma passagem) e agua destilada estéril (trés passagens). A seguir, as
amostras foram cortadas sobre papel de filtro em pedacos menores (1 a 2 mm),
com auxilio de lamina esterilizada, e transferidas para tubos de vidro {16 mm
de diametro) contendo 2 mlL de PBS autoclavado. As amostras foram entao
homogeneizadas em um triturador com haste giratoria (Turrax modelo MA102,
Marconi Equipamentos para Laboratério S.A., Piracicaba, SP) a 20.000 rpm
por 15 s. No intervalo entre uma amostra e outra, a haste contendo as laminas
do aparelho foi desinfetada através de sua imersao em recipientes contendo
agua destilada estéril (S s}, alcool 92,8% (10 s) e novamente agua estéril (S5 s).

A suspensao assim obtida foi diluida 10 X em camara de fluxo laminar,
transferindo-se 200 puL da amostra triturada para um tubo contendo 1,8 mL de
PBS autoclavado. A seguir, duas aliquotas de 20 yL de cada amostra foram
plaqueadas sobre meio soélido PWG (Hill & Purcell, 1995a), permitindo seu
deslizamento através da inclinacao da placa. As placas foram mantidas em
uma incubadora a 28°C por cerca de 15 dias, quando as colénias bacterianas
foram contadas. A concentracdo bacteriana (C), medida em ntmero de UFC/g
de tecido foliar, foi estimada, baseando-se no peso inicial das amostras e
diluicao, segundo a féormula: C = 100 x (1/p) x n2 UFC x (10)», onde: n= fator
de diluicéao e p= peso da amostra foliar. O limite de deteccao desse método sem
a diluicao do extrato macerado é de ~103 UFC/g de tecido foliar (Almeida et al.,
2001).

O ritmo de crescimento das coldnias, visiveis apos 10 dias em meio PWG
(Almeida et al., 2001), sua morfologia e testes de PCR foram utilizados para
confirmac¢ao da identidade dos isolados. Colonias de cada isolado foram

transferidas para tubos de microcentrifuga (eppendorf} contendo 50 pL de TE
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(10 mM de Tris HCI; 1 mM EDTA), sendo submetidas diretamente ao teste de
PCR, utilizando-se os mesmos procedimentos descritos para deteccao de X.
fastidiosa em tecidos vegetais (item 3.6.3.1).

As amostras que contaminaram num primeiro isolamento foram
repetidas outras vezes utilizando-se os mesmos procedimentos anteriores,

porém aumentando-se as dilui¢des para 55 X ou 100 X.

3.6.1.1 Teste de inibicao do isolamento de X. fastidiosa por macerados

vegetais

Dependendo da espécie de planta, os procedimentos de isolamento
primario que envolve maceracao de tecidos podem inibir o desenvolvimento da
bactéria em meio de cultura, interferindo na interpretacao dos resultados
(Purcell & Saunders, 1999). Assim, realizou-se um teste para investigar uma
possivel inibicdo do crescimento de X. fastidiosa in vitro, pela presenca de
tecidos homogeneizados de boldo e lixeira. A partir de tubos contendo 2 mL de
uma suspensao (~106 UFC/mL em PBS) do isolado de citros de X. fastidiosa,
foram estabelecidos quatro tratamentos: (A} adicao de 0,05 g da nervura
central e peciolo esterilizado de plantas sadias de boldo; (B) adicao de 0,05 gda
nervura central e peciolo esterilizado de plantas sadias de lixeira; (C) e (D}
somente a suspensao da bactéria em PBS. Os tratamentos A, B e C foram
homogeneizados a 20.000 rpm e o D foi o controle, sem homogeneizacao.

As suspensoes foram diluidas 10 e 102 vezes apo6s trituracdo e
plagueadas em meio solido PWG. As unidades formadoras de colénia foram
contadas 14 dias depois. Os tratamentos tiveram seis repeticoes, sendo cada
tubo uma repeticdo. Os dados de contagem das UFC foram submetidos a

analise de variancia e ao teste de Tukey (P<0,05).

3.6.2 DAS-ELISA indireto

Algumas amostras (Experimento 3.2) foram submetidas ao DAS-ELISA

indireto para detectar a presenca de X. fastidiosa. Os testes utilizaram os
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antissoros policlonais IgG e IgY produzidos contra o isolado de citros (CCT
6570) em coelho e galinha, respectivamente, no Departamento de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ/USP (Pereira, 2000).

As amostras contendo peciolo e parte da nervura central de duas folhas
foram maceradas em 1 mL de solucao tampao PBS-Tween (1,5 mM KHoPOu;
140 mM NaCl; 4 mM NayHPO4; 3 mM KCI; 3 mM NaNs; pH 7,4 + 0,5 mL de
Tween 20), utilizando-se cadinho e pistilo. Como controle negativo utilizaram-
se de folhas de plantas sadias e o controle positivo foi constituido de amostras
foliares sintomaticas.

Inicialmente, as placas de ELISA foram sensibilizadas com 200 pl do
antissoro de galinha (IgY) diluido 1:1.000 em tampéo carbonato de sédio (15
mM NazCOs; 35 mM NaHCO3; 3 mM NaNs; pH 9,6) e incubadas por 1,5 h a
37°C. Apds triplice lavagem das placas com PBS-Tween, adicionaram-se 100 pl
de cada amostra (antigeno) em dois pocinhos. As placas foram incubadas
durante a noite a 4°C e lavadas quatro vezes com PBS-Tween na manha
seguinte, deixando-se a solugdo tampao na placa por 3 min nas duas ultimas
lavagens. O antissoro de coelho (IgG), dﬂuidé na proporg¢édo 1: 1.000 em
tampao PBS (sem Tween) com 1% de albumina de soro bovina (Bovin serum
albumin -BSA, Sigma A-2153), foi distribuido nas placas (100 ul por pocinho),
sendo estas incubadas por 1,5 h a 37°C. Apé6s lavagem triplice com PBS-
Tween, adicionaram-se 100 pl por pocinho de anti-rabbit IgG, desenvolvida em
cabra e conjugada com fosfatase alcalina (Sigma A-3687), diluida 1: 32.000 em
tampao PBS com 2% de PVP 40.000 (polivinilpirrolidona, Sigma P-0930). Apés
o periodo de incubacao de 1,5 h a 37°C, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS-Tween e a elas adicionadas pastilhas de p-Nitrofenil fosfato (p-
nitrophenyl phosphate - pNPP, Sigma, N-9389) diluidas em tampao substrato
de dietanolamina (0,88 M de dietalonamina; 3 mM NaN3z; pH 9,8) na proporcao
de 0,6 mg/mL. As placas foram incubadas por cerca de 15 min a 37°C e a
temperatura ambiente por até 60 min, no escuro, propiciando reacao
enzimatica. Apés 30 e 60 min, mediu-se a absorbancia dos pocinhos das
placas em leitor de ELISA (BIO-RAD, modelo 550, Califérnia, EUA}, utilizando-

se filtro de 405 nm. As amostras foram consideradas positivas quando
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apresentaram leitura pelo menos duas vezes maior que a média do controle
negativo. O limite de deteccao desta técnica € de 104 UFC/mL (Minsavage et
al., 1994).

Visando-se reduzir a leitura de fundo dos controles negativos das
amostras de boldo e de lixeira, realizou-se uma modificacdo no DAS-ELISA
adicionando-se extrato de plantas sadias (filtrado em tecido voil) juntamente
com o antissoro IgG e 1% de BSA e incubando-se novamente a 4°C durante a
noite (Hill & Purcell, 1995b). No dia seguinte, deu-se prosseguimento as
demais etapas do teste, adicionando-se 100 pl por pocinho de anti-rabbit IgG,

diluida 1: 32.000 em tampéao PBS com 2% de PVP 40.000 e assim por diante.

3.6.3 Testes de PCR

3.6.3.1 Nas plantas hospedeiras

Extracao de DNA

O protocolo de extracdao de DNA de tecidos vegetais de citros e de café foi
baseado no trabalho de Minsavage et al. (1994}, adaptado para plantas de café
por Pinto & Leite (1999), através da otimizacdo na concentracdo de acido
ascorbico para 0,1M e diluicao do extrato em 1:100.

Para amostras infectadas com X. fastidiosa utilizaram-se de porgdes do
peciolo e parte da nervura central de quatro folhas maceradas com cadinho e
pistilo em 1 mL de tampao succinato-citrato-fosfato (SPC) (8,6 mM K>HPOs; 7,3
mM KH;POg4; 3,7 mM succinato dissédico; 3,4 mM citrato dissodico; pH 7,0]
contendo acido ascorbico (0,1 M) e 5% de polivinilpolipirrolidona insoluvel
(PVPP- Sigma P-6755), previamente lavado com acido cloridrico (Holben et al.,
1988). Apos trituracao, o extrato da planta foi diluido 1:10 e 1:100 em agua
destilada, sendo adicionados 10 pl do extratoc em 990 mL de agua e 100 pyl em
900 mlL, respectivamente. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 14.000
x g por 2 min, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo-se o

precipitado em 1 mL de agua destilada. As amostras foram novamente
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centrifugadas a 14.000 x g por 2 min, ressuspendendo-se o precipitado em
uma solucao contendo 567 ul de TE (10 mM de Tris HCl; 1 mM EDTA - acido
etileno diamono tetracético); 30 pl de dodecil sulfato de soédio (sodium dodecyl
sulfate — SDS, Gibco BRL 15525-017) 10% e 3 pl de proteinase K (20 mg/mlL)
(Gibco BRL 25530-015). As amostras foram agitadas vigorosamente em vortex
e incubadas a 37°C por 1 a 1,5 h. Adicionou-se 100 ul de NaCl (5 M) e agitou-
se vigorosamente antes de acrescentar 80 pl de solucdo de CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio)/NaCl (0,7 M NaCl; 0,27 M CTAB). Agitou-se vigorosamente
e as amostras foram incubadas por 10 min a 65°C. Apds esse periodo, as
mesmas permaneceram por cerca de 10 min a temperatura ambiente, quando
adicionou-se 0,55 mlL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) em capela de
exaustao, agitou-se por 10 min e centrifugou-se a seguir por 5 min. Ainda na
capela, transferiu-se o sobrenadante para novos tubos {~0,7 mL}, adicionando-
se em seguida igual volume de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1).
Agitou-se novamente por 10 min e centrifugou-se por 5 min, transferindo-se o
sobrenadante para novos tubos (repetindo esta etapa se a interface branca
permanecesse). Adicionaram-se 0,6 volume (0,42 mL} de alcool isopropilico
gelado para precipitar o DNA, invertendo-se os tubos lentamente até o
precipitado tornar-se visivel. As amostras foram entdo mantidas em
ultrafreezer (-80°C) por 10 min ou por 12-24 h em freezer (-20°C). Em seguida,
centrifugaram-se as amostras por 20-25 min a 14.000 x g, descartando-se o
sobrenadante e lavando-se o DNA com 1 mL de &alcool etilico 70%. Para
finalizar, centrifugaram-se as amostras por 10 min a 14.000 x g na
temperatura da sala, removendo-se o sobrenadante cuidadosamente. Os
precipitados ficaram secando por cerca de 1 a 2 h, quando foram
ressuspendidos em 50 pl de TE e mantidos em temperatura ambiente por no
minimo 1 h, antes de serem estocados a 4°C para a PCR. Amostras de DNA
nao processadas imediatamente apo6s a extracdo de DNA foram armazenadas a
-20°C.

As primeiras amostras foram processadas seguindo todos esses
procedimentos, no entanto, para agilizar o processo de deteccao, utilizando-se

de uma maior quantidade de tecidos por amostra, algumas etapas foram
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alteradas. Para amostras com mais de quatro folhas, a trituracao foi realizada
no Turrax, adicionando-se uma quantidade de tampao SPC que permitisse a
trituracao dos tecidos. Alguns testes preliminares indicaram né&o haver
diferenca entre as duas diluicdoes (1:10 e 1:100), preferindo-se utilizar a
diluicao 1:10. Eliminou-se a etapa do fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, apés
a observacao de que a mesma nao influia na deteccao de X. fastidiosa quando

os testes eram realizados em poucas semanas apos a extracao de DNA.

PCR

Os oligonucleotideos utilizados no teste de PCR foram RST31 e RST33
(Minsavage et al., 1994), que amplificam um fragmento de 733 pares de base
(pb) e detectam varias estirpes de X. fastidiosa (PD, PLS e CVC) e CVC1 e 272-
2-int. (Pooler & Hartung, 1995}, que amplificam um fragmento de 500 pb,
especificos para os isolados de citros e de cafeeiro (Coletta Filho & Machado,
2001}. Os dois pares de oligonucleotideos foram usados em uma unica reagao
(Multiplex PCR).

Utilizou-se a seguinte mistura de reagentes para a amplificacdo de DNA:
tampao 1X (20 mM Tris-HCl; 100 mM KCI; pH 8,0 - Promega); 2 mM MgCls;
200 uM de cada dNTP; 1 U de Tagq DNA polimerase; 0,4 uyM de cada primer
(RST31, RST33, CVC1 e 272-2 int} e de 2 (coldnia) a 3 (planta) ul. de DNA da
amostra para um volume final de reacdo de 12 uL. Adicionou-se a cada
amostra 30 upL de o6leo mineral. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA 02172, EUA)
programado para as seguintes condi¢des: 1 ciclo inicial a 95°C por 1 min.; 40
ciclos envolvendo desnaturacgao a 95°C por 30 s, anelamento a 55°C por 30 s e
extensao a 72°C por 45 s; e 1 ciclo final de extensdo a 72°C por 5 min,
estabilizando a 4°C por tempo indeterminado.

Apo6s a amplificacdo, adicionaram-se cerca de 2 ul de corante {0,25%
azul de bromofenol, 40% de sacarose) por amostra e visualizou-se o produto da
reacao de PCR através de eletroforese em gel constituido de agarose a 1,5% em

tampao TBE (89 mM Tris; 89 mM Acido Boérico e 2 mM EDTA; pH 8,0),
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suplementado com 0,5 uyg/mL de brometo de etidio. Os fragmentos
amplificados foram visualizados sob luz UV e documentados em um

fotodocumentador Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA 92037, EUA).
3.6.3.2 Nos insetos vetores
Extracao de DNA

A extracao de DNA dos insetos vetores foi realizada de acordo com
protocolo desenvolvido por Ciapina & Lemos (2001). As cabecas de cigarrinhas
foram retiradas com o auxilio de laminas cortantes esterilizadas e transferidas
individualmente para tubos de microcentrifuga (eppendorf} de 1,5 mL, onde
foram maceradas com auxilio de uma ponteira de micropipeta (esterilizada) em
200 pl de uma suspensao 0,25% de PVPP insoluvel. A seguir, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 x g (temperatura ambiente), por 20 min e o
sobrenadante descartado. Adicionaram-se 100 ul de Chelex 100 as amostras e
estas foram incubadas a 56°C por 30 min e agitadas posteriormente em vortex
por 10 s. Seguiu-se uma nova centrifugacao a 12.000 x g {(a temperatura
ambiente) por 3 min, sendo as amostras posteriormente fervidas durante 8 min
e novamente agitadas por 10 s. Apéds a fervura, centrifugaram-se as amostras a
12.000 x g por 3 min e transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo de 0,5
mlL, cuidadosamente. As amostras foram mantidas a ~20°C até o momento do

uso.
PCR

Para a deteccao de X. fastidiosa nas amostras, realizou-se um teste
duplo de PCR (nested-PCR), sendo que numa primeira reacdo utilizou-se um

7
/

par de oligonucleotideos externos, 272-1 e 272-2, que detectarn todas as
estirpes de X. fastidiosa e amplificam um fragmento de 700 pb (Pooler &
Hartung, 1995). O produto dessa reacao foi utilizado como molde para uma

nova amplificacdo, onde se utilizou outro par de oligonucleotideos, CVC-1 e
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272-2-int, que reconhecem seqliéncias internas ao fragmento amplificado na
primeira reacdo e amplificam um fragmento de 500 pb (Pooler & Hartung,
1995), permitindo a deteccao especifica das estirpes de citros e de cafeeiro de
X. fastidiosa (Coletta Filho & Machado, 2001).

Para as reacoes de amplificacao de DNA, utilizou-se a seguinte mistura:
tampao 1X (Tris 20 mM; KCl 50 mM; pH 8,4 - Life Technologies}); 2 mM MgCly;
200 uyM de cada dNTP; 1U de tagq DNA polimerase; 0,5 pM de cada
oligonucleotideo externo, 271-1 e 272-2 e 8 yL de DNA da amostra para um
volume final de reacdo de 20 uL. A amplificacao foi realizada nas seguintes
condigoes: 1 ciclo inicial a 94°C por 2 min; 35 ciclos de desnaturacao a 94°C
por 1 min, anelamento a 62°C por 1 min e extensao a 72°C por 1,5 min; 1 ciclo
" final de extensdo a 72°C por 5 min, estabilizando a 4°C por tempo
indeterminado. Para a segunda reacao, 3 uL do produto da primeira reacao
foram usados como molde para os oligonucleotideos internos CVC-1 e 272-2-
int, sendo a amplificacao realizada com o programa ja descrito.

Em todos os testes de PCR foram utilizados trés controles positivos, DNA
de planta infectada, de colénia de X. fastidiosa e de cigarrinha positiva {que se
alimentou em plantas-fonte), além de dois controles negativos, agua miliQ e
DNA de cigarrinha sadia (proveniente da criacao). Apos a primeira reacao de
amplificacao, realizou-se a eletroforese em gel de agarose somente com
aliquotas dos controles positivos (DNA de planta e de coldonia) e negativo (agua
MiliQQ}, a fim de evitar problemas de contaminacdo das demais amostras. Uma
vez confirmada a amplificacdo do fragmento de DNA de tamanho esperado (700
pb), procedeu-se a segunda reagao. Na preparacao das reacoes de nested-PCR
utilizaram-se pipetas novas (sem contato prévio com DNA) e ponteiras com
filtro. Os procedimentos para eletroforese e visualizacao dos produtos

amplificados foram os mesmos ja descritos para deteccao em plantas (item

3.6.3.1).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecdo de plantas ndo hospedeiras de Xylella fastidiosa Wells et al.

para obtenciao de cigarrinhas sadias

No primeiro experimento, X. fastidiosa nao foi detectada por cultura,
PCR ou ELISA em nenhuma das plantas de Vernonia condensata Baker (boldo)
e Aloysia virgata (Ruiz & Pavan) Juss. (lixeira), nas avaliacoes de 1, 4, 6 ¢ 12
meses apos a inoculacao mecanica {Tabela 4). No entanto, como ja se esperava,
colonias viaveis de X. fastidiosa foram recuperadas por cultura de 40-100%
das plantas de citros [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e de café (Coffea arabica L.)
(controles positivos] inoculadas com os isolados de CVC e de ARC,
respectivamente, entre 6 a 12 meses apoés a inoculacdo. O ELISA detectou
menor proporcao de plantas positivas que os outros dois testes (cultura e PCR),
nas avaliacoes de 1 e 6 meses apds a inoculacdo. Resultado semelhante foi
obtido por Purcell et al. (1999) em testes de deteccdo de X. fastidiosa em
plantas de oleandro, em que o numero de plantas positivas por cultura foi
maior do que por ELISA em cinco datas de avaliacdo. Um problema verificado
com o ELISA foi os altos valores de absorbancia registrados para amostras de
tecidos sadios, o que reduziu a sensibilidade do teste. Mesmo alterando-se o
procedimento do ELISA para reduzir as leituras de fundo dos controles
negativos de V. condensata e A. virgata (item 3.6.2), o resultado obtido néao foi
satisfatoério. Assim, optou-se pela utilizacdo apenas de isolamento em meio de

cultura e teste de PCR como testes de deteccao de X. fastidiosa em plantas.
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Tabela 4. Deteccao de isolados de Xylella fastidiosa em Vernonia condensata e

Aloysia virgata, apos inoculacao mecanica com agulha.

Isolados Espécie Meses apds Proporcao de plantas positivasz  log UFC/g
dg X de planta  inoculagao PCR Cultura ELISA (min-max.)
fastidiosa
Citros Citrus 1 -b 2/10¢ 4/10 (5,5)
(CVC) sinensis 4 - 2/10¢ - (4,2)
(controle §) - 4/10 2/6 (4,3-6,1)
positivo) 12 7/10 7/10 - (4,4-5,4)
1 - 0/20 0/20 -
V. 4 - 0/20 - -
condensata 6 - 0/20 0/20 -
12 0/20 0/20 - -
1 - 0/5 0/5 -
A. virgata 4 - 0/5 - -
6 - 0/5 0/5 -
12 - 0/5 - -
Cafeeiro Coffea 1 5/15 9/15d 1/15 (5,0-6,3)
(ARC) arabica 4 - 15/15 - (4,5-6,3)
(controle o - 15/15 3/6 (5,2-6,5)
positivo) 12 14/15 14/15 - (5,1-6,8)
1 - 0/20 0/20 -
V. 4 - 0/20 - -
condensata 6 - 0/20 0/20 -
12 0/20 0/20 - -
1 - 0/5 0/5 -
A. virgata 4 - 0/5 - -
6 - 0/5 0/5 -
12 - 0/5 - -
Controle 1 - 0/5 0/5 -
negativo C. sinensis 4 - 0/5 - -
(apenas 6 - 0/5 0/5 -
tampao) 12 0/5 0/5 - -
1 0/5 0/5 0/5 -
C. arabica 4 - 0/5 - -
6 - 0/5 0/5 -
12 0/5 0/5 - -
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Tabela 4. Deteccao de isolados de Xylella fastidiosa em Vernonia condensata e

Aloysia virgata, apés inocula¢cdo mecanica com agulha.

Isolados  Espécie de Meses apos Proporcao de plantas positivasea  log UFC/g

de X. planta inoculacao PCR Cultura ELISA (min-max.)

fastidiosa

Controle 1 - 0/10 0/10 -

negativo V. 4 - 0/10 - -

(apenas condensata 6 - 0/10 0/10 -

tampao) 12 0/10 0/10 - -

1 - 0/5 0/5 -

A. virgata 4 - 0/5 - -
6 - 0/5 0/5 -
12 - 0/5 - -

aNumero de plantas positivas para X. fastidiosa sobre o total de plantas inoculadas;
bNao testado;

cAmostras compostas (2 plantas por amostra);
dAmostras compostas (3 plantas por amostra).

Nenhuma célula viavel de X. fastidiosa foi detectada por cultura em
ramos e folhas de V. condensata aos 7 e 14 dias apos inoculacédo (segundo
experimento), embora a bactéria tenha sido isolada dos ramos (10%)} e folhas
de citros (40%) (controles positivos) apés 7 dias da inoculacao e dos ramos
(20%) apoés 14 dias (Tabela 5). Além disso, nenhuma planta inoculada de V.
condensata e A. virgata apresentou sintomas caracteristicos de infeccao por X.
fastidiosa.

Também, nao houve efeito inibitério do homogeneizado de tecido de V.
condensata ou A. virgata sobre o crescimento de X. fastidiosa em meio de
cultura PWG (Tabela 6). Na verdade, as suspensdes bacterianas
homogeneizadas com tecidos das duas espécies vegetais apresentaram
populacdo de células viaveis mais elevada do que as suspensoes
homogeneizadas somente em PBS ou nao homogeneizadas (P<0,05).

Resultados semelhantes foram obtidos por Almeida et al. (2001), que
observaram uma maior viabilidade de suspensées de X. fastidiosa
homogeneizadas com tecido citrico do que com PBS somente. Nao se sabe o
motivo da maior sobrevivéncia de X. fastidiosa na presenca de homogeneizados

de plantas. Entretanto, isso mostra que a nao deteccao de X. fastidiosa em V.
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condensata e A. virgata através de cultura (Tabela 4) nao esta relacionada a
um efeito inibitério do homogeneizado dessas plantas, assegurando a validade

dos resultados obtidos.

Tabela 5. Avaliacao por cultura da sobrevivéncia do isolado de citros de Xylella
fastidiosa em plantas de Vernonia condensata e Citrus sinensis, aos 7 ¢

14 dias apos inoculacao por agulha.

Proporcao de plantas Log UFC/g

Espécie de planta Dias apos positivas? tecido
inoculacao Peciolo Ramo (min-max)

C. sinensis 7 2/5 1/5 4
14 0/5 1/5 4
V. condensata 7 0/15 0/15 0
14 0/15 0/15 0
C. sinensis 7 0/2 0/2 0
(controle negativo)® 14 0/3 0/3 0
V. condensata 7 0/5 0/5 0
(controle negativo)b 14 0/5 0/5 0

aNumerador: niimero de plantas positivas para X. fastidiosa por cultura, denominador:
total de plantas inoculadas;
bControle negativo: plantas inoculadas apenas com tampéao fosfato salino.

Purcell & Saunders (1999) classificaram varias plantas hospedeiras em
relacdo a multiplicacdo, movimento e persisténcia de X. fastidiosa. Dessa
forma, acredita-se que V. condensata e A. virgata se enquadram nas categorias
de hospedeiros nao-propagativos, nao-sistémicos e nao-patologicos aos
isolados de citros (CCT 6570) e de cafeeiro (CCT 6756) de X. fastidiosa..

Deve-se salientar, no entanto, que foram testados apenas dois isolados
de X. fastidiosa, sendo esses provenientes de plantas de citros com CVC e de
café com ARC. Mesmo X. fastidiosa sendo classificada como uma unica espécie
(Wells et al., 1987), ha uma relacdo complexa e claramente definida entre os

hospedeiros e as estirpes desse patogeno (Hopkins, 1989). A doenca de Pierce
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da videira (Pierce’s disease - PD), a escaldadura da folha da amendoeira
{Almond leaf scorch - ALS) e o nanismo da alfafa (Alfalfa dwarf - AD) sao todas
causadas pelo mesmo isolado ou estirpe de X. fastidiosa, constituindo-se no
patovar PD. Similarmente, ha patogenicidade cruzada entre as estirpes que
causam a escaldadura da folha de ameixeira (Plum leaf scald - PLS) e a
reducao do porte do pessegueiro (Phony peach - PP), mas nao ha evidéncia de
patogenicidade cruzada entre os dois patovares (PD X PLS/PP) (Sherald, 1993).
Contrariamente, Leite Junior et al. (1998) nao detectaram infeccdao em plantas
de pessegueiro Flordasun’ enxertadas com borbulhas procedentes de plantas
de ameixa com sintomas severos de PLS, indicando auséncia de patogenicidade
dessa estirpe de X. fastidiosa de ameixeira na cultivar ‘Flordasum’ de

pessegueiro.

Tabela 6. Viabilidade de Xylella fastidiosa ap6s homogeneizacao de suspensoes

bacterianas com tecidos de Vernonia condensata e Aloysia virgata

Viabilidade de X. fastidiosa (n®e UFC/mL} por tratamento

Repeticdoes V. condensataz A. virgata®d PBS somente, PBS somente,

(tubos) homogeneizadoc Nao-homogeneizadod

1 1,6 X 106 2,5 X 106 5,3 X 108 2,3 X105

2 1,8 X 106 1,8 X 108 7,8 X 105 4,6 X 105

3 2,0 X 106 1,9 X 106 4,3 X 105 2,6 X 105

4 1,6 X 106 1,7 X 106 6,9 X 105 1,0 X 105

5 1,7 X 106 2,3 X 106 7,0 X 105 1,1 X 108

6 9,8 X 10° 2,3 X 106 5,3 X 105 3,2 X 105
Média 1,6 X106a= 2,1X10¢a 5,9X105b 2,1 x105¢c

aSuspensao bacteriana homogeneizada a 20.000 rpm com nervura central e peciolo de V.
condensata;

bSuspensado bacteriana homogeneizada a 20.000 rpm com nervura central e peciolo de A.
virgata;

cSuspensdo bacteriana homogeneizada a 20.000 rpm sem tecido de planta;

¢ Suspenséo bacteriana nao-homogeneizada;

cMédias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si significativamente pelo teste de
Tukey {P< 0,05).
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Apesar de muitas espécies de plantas nao apresentarem sintomas
quando infectadas por X. fastidiosa, elas podem servir como hospedeiros
naturais e alternativos para a bactéria, contribuindo para o desenvolvimento
da doenca em plantas cultivadas (Hopkins, 1989). Ja as espécies imunes a X.
fastidiosa, o que parece ser o caso de V. condensata e A. virgata, possibilitam
uma maior confiabilidade na obtencao de cigarrinhas vetoras sadias,
necessarias aos estudos das relagoes patogeno-vetor.

Tanto V. condensata (boldo) quanto A. virgata (lixeira) sao citadas na
literatura como plantas medicinais. As folhas de boldo, além de possuirem
carboidratos (sacarose, frutose e acido clorogénico), sesquiterpenos e
saponinas, contém oOleos essenciais com acao bactericida, antiséptica e
anestésica (Furlan, 1998) que podem estar relacionados a imunidade dessas
plantas a bactéria X. fastidiosa.

Esses resultados indicam que V. condensata e A. virgata nao sao
hospedeiros de X. fastidiosa; sendo, portanto, plantas apropriadas a obtencao
e manutencado de cigarrinhas sadias em condicoes de laboratério para os

estudos de transmissao.

4.2 Obtencdo e manutencio de cigarrinhas sadias

O sistema de criagao desenvolvido permitiu a obtencéao de adultos sadios
de varias espécies de cigarrinhas vetoras de X. fastidiosa. Nenhum dos 10
individuos de Acrogonia citrina Marucci & Cavichioli, 24 de Bucephalogonia
xanthophis (Berg), 69 de Dilobopterus costalimai Young, 46 de Homalodisca
ignorata Melichar e 26 de Oncometopia facialis (Signoret) testados para
infectividade por X. fastidiosa foi positivo por nested-PCR.

Estudos visando determinar a infectividade natural da estirpe de videira
em cigarrinhas foram iniciados por Freitag & Frazier (1954} na tentativa de
encontrar fontes de insetos sadios no campo, necessarios aos estudos de
transmissao, em funcao da dificuldade de se criar cigarrinhas vetoras em largo

numero.
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O tempo meédio de desenvolvimento (ovo-adulto) das cigarrinhas no
presente sistema de criacao, nas condi¢oes de casa de vegetacao, variou de 40
(B. xanthophis) a 90 (O. facialis) dias. O desenvolvimento foi mais rapido
durante a primavera e verdo, quando as temperaturas noturnas na casa de
vegetacao foram mais altas. Apesar do numero elevado de ovos obtidos em
mudas citricas ou em boldo, o namero final de adultos sadios retirados das
gaiolas de criagao foi limitado. Isso ocorreu porque a mortalidade das ninfas
jovens foi alta (>50%) para a maioria das espécies.

Das cinco espécies estudadas, houve maior sucesso na criacdo de B.
xanthophis, pelo fato desta espécie ser mais facilmente coletada em plantas
ornamentais, colocar um grande numero de ovos nas plantas de boldo e
apresentar baixa mortalidade ninfal, garantindo assim continua producgdo de
adultos sadios. A planta arbustiva pingo-de-ouro (Duranta repens L.), muito
utilizada em jardins e passarelas, mostrou ser uma excelente fonte de adultos
e ninfas de B. xanthophis.

Almeida & Lopes (1999} utilizaram folhas de laranja-doce com posturas
para estabelecer a criagao, sendo que apoés a eclosao, as ninfas foram mantidas
em plantas de laranja-doce. Esses autores verificaram alta mortalidade (65-
70%) de ninfas de primeiro instar de D. costalimai e O. facialis, mas nos
instares subseqientes houve queda gradual dessa. Para H. ignorata, a
mortalidade de ninfas de primeiro instar foi mais baixa (14%), decrescendo na
medida em que foram se desenvolvendo. Paiva et al. (2001) também criaram
Acrogonia, D. costalimai e O. facialis em mudas de laranja-doce, encontrando
viabilidades ninfais de 84, 79,8 e 49,9% para as respectivas espécies de
cigarrinhas. A longevidade de O. facialis foi a menor entre as trés espécies,
levando os autores a sugerirem que C. sinensis nao oferece boas condigoes
para o desenvolvimento dessa espécie.

Ja Milanez et al. (2001) estudaram o desenvolvimento ninfal de D.
costalimai e O. facialis em sistemas de criagédo contendo plantas de lim&o cravo
(Citrus limonia Osbeck) e de boldo. Verificaram maior viabilidade ({>50%)
quando as ninfas foram mantidas exclusivamente em plantas de boldo,

observando inclusive viabilidade nula para ninfas D. costalimai e 25% de
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viabilidade para as de O. facialis, quando mantidas exclusivamente em plantas
de limao. Esses autores nao testaram variedades de laranja-doce (C. sinensis),
que sao muito visitadas pelas cigarrinhas no campo.

Acredita-se que as exigéncias nutricionais das cigarrinhas vetoras e da
bactéria X. fastidiosa sejam similares, ja que dois ambientes naturais de
sobrevivéncia e multiplicacdo da bactéria sao o xilema das plantas infectadas e
a parte anterior do aparelho bucal (estomodéu) das cigarrinhas (Purcell, 1989).
Ja foi constatado que X. fastidiosa nao infecta plantas de limao (Citrus limon)
(Freitag, 1951). Laranjeira et al. {1998b) verificaram que, mesmo em areas com
alta pressao de in6culo, alguns cultivares de liméo nao apresentaram sintomas
de CVC e nao se detectou a bactéria X. fastidiosa em seus tecidos pelo teste de
PCR. Li et al. (1996) também nao conseguiram detectar a bactéria em tecidos
de limao ‘Siciliano’, apés a inoculacao com enxerto infectado. Dessa forma,
pode-se supor que a seiva de limao cravo contenha substancias desfavoraveis a
bactéria X. fastidiosa e que, possivelmente, afetem também a sobrevivéncia de
ninfas das cigarrinhas.

Insetos que se alimentam do xilema sao geralmente polifagos (Press &
Whittacker, 1993), necessitando de mais de um hospedeiro para completar seu
desenvolvimento, o que acaba sendo uma vantagem para os mesmos, pelo fato
da seiva do xilema ser uma dieta extremamente pobre em nutrientes (Novotny
& Wilson, 1997). As cigarrinhas que se alimentam do xilema sao altamente
eficientes no uso de aminoacidos e acidos organicos que estao em maior
concentracdo nas folhas jovens, o que favorece o desenvolvimento e
sobrevivéncia das ninfas (Purcell, 1989). Acredita-se, dessa forma, que a
utilizacdo de plantas jovens e sadias de laranja-doce e de boldo na mesma
caixa de criacdo seja um consoércio apropriado para o desenvolvimento,
acasalamento e oviposicdo pelas cigarrinhas vetoras.

A técnica de obtencao e manutencao de cigarrinhas sadias constitui-se
numa etapa basica para os estudos das relacdes entre X. fastidiosa e seus
vetores, como os de eficiéncia de transmissao de diferentes isolados da bacténia
(item 4.3.4) ou de adesdo e retencao de mutantes de X. fastidiosa no aparelho

bucal dos vetores.
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4.3 Transmissao de X. fastidiosa por cigarrinhas em citros e cafeeiro

4.3.1 Mortalidade durante o periodo de acesso a aquisicdo (PAA) e periodo

de acesso a inoculacao {PAI)

Em geral, observou-se baixa mortalidade (0-14,3%) dos insetos durante
os periodos de 48 h em que foram mantidos sobre as plantas-fonte (PAA) e
plantas-teste (PAI} de citros (C. sinensis) e café (C. arabica) nesse estudo de
transmissao. Para citros, a mortalidade das cigarrinhas foi maior durante o
PAA em relacao ao PAI (Z=4,95; P<0,01) (Tabelas 7 e 8), devido provavelmente a
condicao de confinamento na planta-fonte com populacao bacteriana (=106
UFC/g de tecido) e presenca de vasos obstruidos, o que pode ter limitado a
alimentacao e sobrevivéncia desses insetos. A melhor qualidade das plantas-
teste de citros, as quais eram jovens, com brotacdo e sadias, provavelmente
deve ter favorecido a alimentacgédo e sobrevivéncia dos insetos durante o PAIL
Em cafeeiro, nao houve diferenca significativa (Z=1,55; P>0,05) entre a
mortalidade durante o PAA e PAI (Tabelas 7 e 8).

Em citros, a taxa total de mortalidade durante o PAA foi de 9,3%, sendo
similar a de 6,4% observada em cafeeiro (Z=1,67; P>0,05) (Tabela 7). Ja
durante o PAI, a taxa de mortalidade total foi maior em cafeeiro (4,1%) do que
em citros (1,8%) (Z=2,0; P<0,05) (Tabela 8).

Comparando-se a mortalidade das espécies de cigarrinhas em citros e
cafeeiro, verificou-se maior porcentagem de B. xanthophis mortas durante o
PAA em citros (14,3%) (2=2,0; P<0,05) e de H. ignorata durante o PAl em
cafeeiro (10%) (Z=2,29; P<0,05), sendo que a mortalidade das demais espécies
nao diferiu entre os dois hospedeiros (Tabelas 7 e 8).

Esses dados sao importantes para o planejamento de testes de
transmissao, pois deve-se prever que cerca de 6 a 10% dos insetos podem
morrer durante o PAA, devendo-se utilizar um numero extra de cigarrinhas.
Aléem disso, deve-se considerar que a mortalidade é variavel entre as espécies

vetoras e entre as plantas hospedeiras.
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Tabela 7. Porcentagem de mortalidade das cigarrinhas durante o periodo de 48
h de acesso a aquisicao de Xylella fastidiosa em plantas infectadas de

Citrus sinensis e Coffea arabica.

Mortalidade (%)

Espécies de cigarrinha C. sinensis C. arabica
Bucephalogonia xanthophis 14,32 (175) a 7,4 (162) b
Dilobopterus costalimai 6,3 (160) a 5,7 {159) a
Homalodisca ignorata 3,8 (52)a 3,8 (52)a
Oncometopia facialis 8 (98) a 7,2197) a
Total 9,3 (485) a 6,4 (470) a

aPorcentagens seguidas de mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de
diferenga entre duas proporcodes (P<0,05). Numeros entre parénteses representam o
total de individuos avaliados.

Tabela 8. Porcentagem de mortalidade das cigarrinhas em mudas sadias de
Citrus sinensis e Coffea arabica durante o periodo de 48 h de acesso

a inoculacao de Xylella fastidiosa.

Mortalidade (%)

Espécies de cigarrinhas C. sinensis C. arabica
Bucephalogonia xanthophis 1,42 (150) a 2 (150) a
Dilobopterus costalimai 3,4 (150) a 6 (150) a
Homalodisca ignorata O0((50)b 10 (50) a
Oncometopia facialis 1,1 (90} a 1,1 (90) a
Total 1,8 (440)0b 4,1 (440) a

aPorcentagens seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de
diferenca entre duas proporc¢oes (P<0,05). Numeros entre parénteses representam o
total de individuos avaliados.
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4.3.2 Deteccdo de X. fastidiosa nos insetos vetores apos o PAA

Todos os 1105 insetos utilizados nos testes de transmissao foram
processados para deteccao de X. fastidiosa, no entanto as 500 primeiras
amostras foram perdidas por degradacdo de DNA. Dessa forma, os dados de
deteccao de X. fastidiosa em cigarrinhas correspondem aos dois ultimos
periodos de inoculagao (verdao 2000-2001 e primavera 2001).

Para as quatro espécies de cigarrinhas, a taxa de infectividade foi baixa
apos o PAA de X. fastidiosa em plantas-fonte de citros e café (Tabela 9). Em
citros, a infectividade variou de 0% em H. ignorata para o maximo de 12,1% em
B. xanthophis. Em café, a variacéo foi de 4,7% em D. costalimai para 11,5% em
H. ignorata.

Para uma mesma espécie de cigarrinha, a taxa de infectividade em citros
e cafeeiro foi semelhante, com excecao da espécie H. ignorata que apresentou
maior proporcao de insetos infectivos em cafeeiro do que em citros. No entanto,
processou-se um menor numero de individuos de H. ignorata, o que pode ter
gerado uma sub ou superestimativa de sua taxa de infectividade em citros e
cafeeiro, respectivamente.

Considerando-se o ntimero total de insetos infectivos em citros (19) e em
cafeeiro (15), observou-se uma diferenca substancial no numero de insetos
positivos por nested-PCR entre as cigarrinhas testadas para infectividade aos O
e 12 dias apoés o PAA em plantas de citros e de café infectadas com X.
fastidiosa (Figura 6). Talvez seja requerido um periodo ap6s a aquisi¢cao para a
multiplicagdo da bactéria na cabeca das cigarrinhas vetoras, aumentando-se
as chances de deteccao de X. fastidiosa. No caso da transmissao da estirpe de
videira de X. fastidiosa por Graphocephala atropunctata (Signoret), observou-se
um aumento na proporcao de insetos vetores infectivos e na eficiéncia de
transmissao entre 1 h e 7 dias apoés aquisicao (Hill & Purcell, 1995a).
Entretanto, esses autores constataram que grandes populacdes da bactéria na
cabeca do inseto nao asseguram a transmissio; alguns insetos que falharam
em transmitir X. fastidiosa tiveram elevada populac¢ao bacteriana detectada por

cultura. Além disso, a falta de um periodo latente perceptivel sugere que um
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pequeno numero de células bacterianas no estomodéu ja é suficiente para a

transmissao (Hill & Purcell, 1995a).

Tabela 9. Proporcao de cigarrinhas infectivas apés 0-12 dias do periodo de 48
h de acesso a aquisicao de Xylella fastidiosa em plantas infectadas

de Citrus sinensis e Coffea arabica.

Proporcao de cigarrinhas infectivasa

Espécies de cigarrinhas C. sinensis C. arabica
Bucephalogonia xanthophis 11/91%(12,1) a 6/88 (6,8) a
Dilobopterus costalimai 6/90 (6,7) a 3/64 (4,7) a
Homalodisca ignorata 0/21(0)b 3/26 (11,5) a
Oncometopia facialis 2/29 (6,8) a 3/41(7,3)a
Total 19/231 (8,2) 15/219 (6,8)

aProporc¢ao de cigarrinhas positivas para X. fastidiosa pelo teste de nested-PCR sobre o
total de cigarrinhas avaliadas;
bProporcdes seguidas de mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de
diferenca entre duas proporcoes (P<0,05). Numeros entre parénteses representam a
porcentagem de infectividade.

McCoy et al. (1978} verificaram que nem todos os insetos confinados em
plantas de Catharanthus roseus L. infectadas por X. fastidiosa tornaram-se
infectivos, possivelmente devido a distribuicao desuniforme da bactéria na
planta hospedeira. Nos citros, X. fastidiosa também se encontra distribuida
irregularmente (Chang et al., 1993}, o que pode explicar as baixas taxas de
infectividade obtidas. A baixa populacao bacteriana em plantas de citros (xlog
5-6 UFC/g de tecido} também pode afetar a eficiéncia de aquisicdo pelos
vetores (Almeida et al., 2001).

A taxa média de infectividade natural de vetores coletados em pomares
citricos do estado de Sao Paulo, determinada por DAS-ELISA com antissoros
policlonais para X. fastidiosa, foi de 4,2%, sendo que D. costalimai ¢ B.
xanthophis apresentaram infectividade de 4,8 e 2,6%, respectivamente (Pereira,
2000). Essas taxas sao um pouco inferiores as observadas neste trabalho,

possivelmente pelo fato de que nesta pesquisa os insetos foram confinados
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sobre uma planta-fonte da bactéria, além de o método de deteccao utilizado

(PCR) ser mais sensivel que o DAS-ELISA (Minsavage et al., 1994).

20

121 110

15

n’ de insetos infectivos

C. sinensis C. arabica

Planta hospedeira
|

Figura 6 - Numero de cigarrinhas infectivas aos O (barra branca) e 12 (barra
escura) dias apos o periodo de 48 h de acesso a aquisicao (PAA) de
Xylella fastidiosa em plantas infectadas de Citrus sinensis e Coffea
arabica. Numeros sobre as barras representam o total de

individuos avaliados.

Dados de infectividade sdo importantes como indicativos de que as
cigarrinhas adquiriram X. fastidiosa, o que nao implica necessariamente na
transmissao do patégeno. Almeida {1999) avaliou a infectividade e transmisséao
por 225 cigarrinhas adultas das espécies O. facialis e D. costalimai, que haviam
sido submetidas a um PAA de 48 h em plantas citricas infectadas por X.
fastidiosa. Este autor encontrou 20 individuos infectivos por isolamento em
meio de cultura, mas em nenhuma planta-teste inoculada foi detectada X.
Jfastidiosa. Contrariamente, tem sido constatada a transmissao de X. fastidiosa
por cigarrinhas sem agregados de bactéria visiveis por microscopia eletronica

de varredura (Brlansky et al., 1983; Purcell et al., 1979) ou detectaveis através
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de cultura (Hill & Purcell, 1995a). Assim, os testes de deteccao de X. fastidiosa
nao necessariamente revelam a habilidade do inseto vetor em transmitir a

bactéria.

4.3.3 Deteccao de X. fastidiosa em plantas-teste

Aos 6 meses apos a inoculacgao ja foi possivel a deteccao de X. fastidiosa
em plantas de citros e de café inoculadas por cigarrinhas, mas a proporcao de
plantas positivas aumentou sensivelmente apés 12 a 18 meses da inoculacgao
(Tabela 10). Ja para as plantas de citros e de café inoculadas por agulha, a
proporcao de plantas positivas foi maior aos 6 meses, provavelmente devido as

altas concentracoes bacterianas inoculadas por este método artificial.

Tabela 10. Deteccao de Xylella fastidiosa em plantas de Citrus sinensis e Coffea
arabica inoculadas por cigarrinhas e por agulha, avaliadas aos 6 e

12-18 meses apos a inoculacao.

Proporcgao de plantas positivas?
Espécie de cigarrinha C. sinensis C. arabica

6 meses 12-18 meses 6 meses 12-18 meses

Bucephalogonia xanthophis 6/49 1/49 2/50 3/50
Dilobopterus costalimai 7/48 9/48 6/50 6/50
Homalodisca ignorata 4/47 8/47 1/50 0/50
Oncometopia facialis 0/30 1/30 0/30 1/30
Controle positivo (agulha)b 31/39 1/39 27/44 2/44
Controle negativoc 0/76 0/76 0/109 0/109
Total 48/292 20/292 36/333 12/333

aProporgac de plantas positivas para X. fastidiosa pelos testes de PCR e/ou cultura
sobre o total de plantas avaliadas em todas as épocas de inoculacgéo;

bPlantas inoculadas mecanicamente por agulha com 5 pl de uma suspensdo de
células cultivadas dos respectivos isolados de X. fastidiosa, com concentracido de
~107-108 UFC/mL de tampao;

cPlantas-teste nao inoculadas.
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A quantidade de células bacterianas depositadas pelas cigarrinhas no
xilema das plantas € inferior. Esse fato, associado a dificuldade de
sobrevivéncia de infecgoes iniciais de X. fastidiosa em determinadas épocas do
ano (Purcell, 1981}, pode resultar em menor proporcao de plantas positivas aos
6 meses apos a inoculacao, com chances de aumento com o passar do tempo
ou em épocas que sejam mais favoraveis a deteccao de X. fastidiosa em
plantas. Paradela Filho et al. (1997) verificaram que a concentracao de X.
Jfastidiosa em ramos de cafeeiro varia com a época do ano em que 0s ramos sao
coletados, sendo que durante o periodo de janeiro a margo (verdo) as plantas
apresentaram uma quantidade muito pequena de bactéria.

O teste de PCR detectou mais plantas positivas inoculadas por
cigarrinhas do que o isolamento primario (Tabelas 11 e 12), indicando que um
baixo numero de células bacterianas ¢ depositado pelas cigarrinhas nas
plantas de citros e de café. Para as plantas inoculadas mecanicamente, os dois
testes (cultura e PCR) foram semelhantes na deteccao de X. fastidiosa devido a
inoculacao de suspensoes mais concentradas dessa bactéria. Como o teste de
PCR € mais sensivel, detectando de 10 a 100 células bacterianas (Minsavage et
al., 1994), é justificavel a deteccao de um menor numero de plantas por
isolamento, cujo limite de deteccao esta em torno de 103 UFC/g de tecido
(Almeida et al., 2001). Como o isolamento foi realizado somente aos 6 meses
apoés a inoculacao, a populacdo bacteriana poderia estar abaixo do limite de
deteccao da técnica. Deve-se considerar também que X fastidiosa esta
irregularmente distribuida nas plantas hospedeiras (Smart et al., 1998) e que a
populacdo da bactéria varia grandemente com a estacao do ano (Hopkins et al.,
1991). No entanto, a maioria das amostras foi positiva nos dois testes ou
tiveram repetibilidade no teste de PCR, que foi realizado no minimo em duas
ocasioes. Em nenhuma das plantas inoculadas com tampao PBS ou que foram
mantidas como testemunha das épocas de inoculacao (controles negativos), foi
detectada X. fastidiosa por isolamento ou teste de PCR (Tabelas 11 e 12},
comprovando-se a sanidade das mudas citricas e de café utilizadas no

experimento.
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Tabela 11. Deteccao de Xylella fastidiosa em plantas de Citrus sinensis
inoculadas por cigarrinhas e taxa de transmissao por individuo

nas quatro épocas de inoculacéo.

Ne. plantas Proporcao de plantas positivase

Espécie Epoca® inoculadas® Cultura PCR Total pd
1 4 0/4 0/4 0/4 0
Bucephalogonia 2 12 1/12 1/12 2/12 0,059
xanthophis 3 16 1/16 3/16 3/16 0,067
4 17 0/17 2/17 2/17 0,041
1 6 3/6 5/6 5/6 0,450
Dilobopterus 2 11 0/11 4/11 4/11 0,140
costalimai 3 17 1/17 1/17 3/17 0,063
4 14 2/14 4/14 4/14 0,106
1 S 1/5 1/5 1/5 0,200
Homalodisca 2 15 0/15 5/15 5/15 0,333
ignorata 3 22 0/22 4/22 4/22 0,182
4 5 0/5 2/5 2/5 0,400
1 10 0/10 0/10 0/10 0
Oncometopia 2 9 0/9 1/9 1/9 0,039
facialis 3 5 0/5 0/5 0/5 0
4 6 0/6 0/6 0/6 0
1 10 0/10 0/10 0/10 NAe
Controle 2 10 0/10 0/10 0/10 NA
Negativoe 3 20 0/20 0/20 0/20 NA
4 10 0/10 0/10 0/10 NA
1 8 5/8 4/8 5/8 NA
Controle 2 8 6/8 7/8 7/8 NA
Positivof 3 15 10/15 10/15 13/15 NA
4 9 5/9 6/9 7/9 NA

aEpocas de inoculacdo, 1: outono-inverno 2000 (maio-junho); 2: primavera 2000
{agosto-outubro); 3: verdo 2000/2001 (dezembro/00-marco/01); 4: primavera 2001
(agosto-novembro); PCada planta-teste foi inoculada por um grupo de trés individuos,
exceto no caso de H. ignorata, em que se utilizou apenas um inseto por planta; <Os
testes de deteccao foram realizados aos 6, 12 e 18 meses apdés a inoculagdo, com
excecao do ultimo lote (inoculado de agosto a outubro de 2001} que foi avaliado aos 6 ¢
12 meses apoés inoculacao; 9Taxa de transmissao por individuo, estimada pela formula
P= 1-(1-1)¥/%, onde I corresponde & proporgac de plantas positivas e K ao ntimero de
insetos por planta {(Swallow, 1985); <Plantas-teste ndo expostas as cigarrinhas;
Plantas-teste inoculadas mecanicamente por agulha com suspensdo de células
cultivadas de X fastidiosa {isolado de citros CCT 6570} na concentracdo de 108
UFC/mL; eNA: néo aplicavel.
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Tabela 12. Deteccdo de Xylella fastidiosa em plantas de Coffea arabica
inoculadas por cigarrinhas e taxa de transmissédo por individuo

nas quatro épocas de inoculacao.

ne. plantas Proporcao de plantas positivase

Espécie Epoca2 inoculadas®  Cultura PCR Total pd
1 3 0/3 0/3 0/3 0
Bucephalogonia 2 11 0/11 0/11 0/11 0
xanthophis 3 20 0/20 1/20 1/20 0,017
4 16 0/16 4/16 4/16 0,091
1 12 1/12 o 2/12 2/12 0,059
Dilobopterus 2 12 3/12 4/12 4/12 0,126
costalimai 3 16 0/16 2/16 2/16 0,044
4 10 0/10 2/10 2/10 0,072
1 10 1/10 0/10 0/10 0
Homalodisca 2 9 0/9 0/9 0/9 0
ignorata 3 26 1/26 1/26 1/26 0,038
4 5 0/5 0/5 0/5 0
1 4 0/4 0/4 0/4 0
Oncometopia 2 13 0/13 0/13 0/13 0
facialis 3 2 0/2 0/2 0/2 0
4 10 0/10 1/10 1/10 0,035
1 10 0/10 0/10 0/10 NAs
Controle 2 10 0/10 0/10 0/10 NA
Negativoe 3 20 0/20 0/20 0/20 NA
4 10 0/10 0/10 0/10 NA
1 9 5/9 6/9 7/9 NA
Controle 2 9 5/9 5/9 7/9 NA
Positivof 3 17 2/17 4/17 6/17 NA
4 9 8/9 2/9 9/9 NA

alpocas de inoculagdo, 1: outono-inverno 2000 (maio-junho); 2: primavera 2000
{agosto-outubro); 3: verdo 2000/2001 (dezembro/00-margo/01); 4: primavera 2001
{(agosto-novembro); PCada planta-teste foi inoculada por um grupo de trés individuos,
exceto no caso de H. ignorata, em que se utilizou apenas um inseto por planta; cOs
testes de deteccdo foram realizados aos 6, 12 e 18 meses apds a inoculagédo, com
excegdo do ultimo lote {inoculado de agosto a outubro de 2001} que foi avaliado aos 6 e
12 meses ap6s inoculagdo; 9Taxa de transmissao por individuo, estimada pela férmula
P= 1-{1-IjI/¥x, onde I corresponde & proporgac de plantas positivas e K ao ntimerc de
insetos por planta {Swallow, 19835); ¢Plantas-teste nio expostas as cigarrinhas;
Plantas-teste inoculadas mecanicamente por agutha com suspensio de X. fastidiosa
{isolado de café CCT 6756) na concentracao de 108 UFC/mL; eENA: nao aplicavel.
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4.3.3.1 Deteccao de X. fastidiosa em funcao da espécie vetora

Através do teste Qui-quadrado, verificou-se diferenca significativa na
porcentagem de plantas de citros positivas inoculadas pelas quatro espécies de
cigarrinhas (X2=17,37; P=0,0006). Através da comparacao entre duas espécies
por contrastes, verificou-se que D. costalimai transmitiu X. fastidiosa para uma
maior proporcao de plantas do que B. xanthophis e O. facialis, mas nao diferiu
de H. ignorata, sendo que essa apresentou maior propor¢cao de plantas
positivas do que O. facialis, nao diferindo de B. xanthophis (Tabela 13).

Para o cafeeiro, também houve diferenca significativa entre as espécies
(X2=10,76; P=0,013), sendo que D. costalimai apresentou maior porcentagem
de plantas positivas que H. ignorata e O. facialis, mas nao diferiu de B.
xanthophis. As demais espécies nao diferiram significativamente quanto a

porcentagem de plantas positivas (Tabela 13).

Tabela 13. Comparacao estatistica da porcentagem total de plantas-teste
positivas para Xylella fastidiosa apos 12 a 18 meses da

inoculacao por diferentes espécies de cigarrinhas.

Porcentagem de plantas positivas (%)®

Espécies de cigarrinhas? C. sinensis C. arabica
Bucephalogonia xanthophis 14,35 b 10 ab
Dilobopterus costalimai 34,8 a 20 a
Homalodisca ignorata 30 ab 22b
Oncometopia facialis 32¢ 3,6b

aUtilizaram-se grupos de trés individuos por planta-teste, exceto no caso de H. ignorata
em que se utilizou apenas um individuo por planta;

bPorcentagens totais seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si por
comparac¢ao de contrastes {P<0,05). Valores obtidos agrupando-se os dados das quatro
épocas de inoculacao.

Assim, as espécies que transmitiram X. fastidiosa para uma maior
porcentagem de plantas citricas foram D. costalimai e H. ignorata, pertencentes

as tribos Cicadellini e Proconiini, respectivamente. Ja em cafeeiro, D. costalimai
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(Cicadellini) apresentou maior porcentagem de plantas positivas que O. facialis

e H. ignorata (ambas Proconiini).

4.3.3.2 Deteccdo de X. fastidiosa em funcido da planta hospedeira

Considerando as quatro épocas de inoculagdo, verificou-se que as
proporcoes totais de plantas positivas inoculadas pelas quatro espécies de
cigarrinhas foram mais altas em citros do que em cafeeiro, com excecao da
primavera 2001 em que foi detectada X. fastidiosa em um numero similar de
plantas de citros e café (Figura 7). As propor¢does de plantas positivas
inoculadas mecanicamente oscilaram, sendo superiores em citros na
primavera 2000 e verdao 2000/2001 e em cafeeiro no outono-inverno 2000 e

primavera 2001.

B Citros+ cig. @l Café+ cig. (1 Citros+ agul. @ Café+ agul.

Porcentagem de
plantas positivas

out-inv primavera ver@o primavera
2000 2001

Epoca de inoculagao

Figura 7 - Porcentagem total de plantas de Citrus sinensis e Coffea arabica
positivas para Xylella fastidiosa apds inoculacgdo por cigarrinhas e
por agulha (controle positivo) em quatro épocas distintas. Out-inv:
maio-junho/00; primavera  2000: agosto-outubro;  verao
2000/2001: dezembro/00-margo/01; primavera 2001: agosto-

novembro.
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Comparando-se as porcentagens de plantas positivas de citros e de café
inoculadas por cada espécie de cigarrinha, observou-se diferenca significativa
apenas para H. ignorata (Z=3,56; P<0,01) que apresentou maior porcentagem
de plantas positivas de citros do que de café (Figura 8). Para B. xanthophis
(Z=0,66; P>0,05), D. costalimai (Z2=1,63; P>0,05) e O. facialis (2=0,085; P>0,05)
nao houve diferenca significativa na porcentagem de plantas positivas entre os

dois hospedeiros (Figura 8).

’D C.sinensis C.arabica

Porcentagem de plantas
positivas

B.xanthophis D.costalimai  H.ignorata O. facialis

Espécies vetoras

Figura 8 - Deteccao de Xylella fastidiosa em plantas de Citrus sinensis e Coffea
arabica inoculadas por Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus
costalimai, Homalodisca ignorata e Oncometopia facialis, agrupando-
se os dados de todas as épocas de inoculacao. Porcentagens obtidas
para uma mesma espécie de cigarrinha e com a mesma letra nao

diferem entre si pelo teste de diferenca entre duas proporgoes

(P<0,05).
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4.3.3.3 Deteccao de X. fastidiosa em funcao da época de inoculaciao

Observou-se oscilacdo na porcentagem de plantas positivas inoculadas
no periodo de outono-inverno 2000 em relacado a primavera 2000, tanto do
controle positivo de citros, quanto das plantas inoculadas por B. xanhophis, H.
ignorata € O. facialis em citros e D. costalimai em cafeeiro (Tabelas 11 e 12 e
Figuras 9A e B). Nas plantas de citros inoculadas por D. costalimai, verificou-se
inclusive uma reducao acentuada na porcentagem de plantas positivas de 83%
para 36% do primeiro em relacao ao segundo periodo de inoculacao (Figura
9A); no entanto, deve-se salientar que o menor numero {6) de plantas testadas
para D. costalimai no outono-inverno pode ter contribuido para uma super
estimativa da transmissdo nessa época. Na primavera 2000, a proporg¢ao de
plantas de citros positivas nos varios tratamentos foi aparentemente similar a
da mesma época em 2001 (primavera 2001) (Figura 9A). No cafeeiro, embora se
observou reducado na proporcao de plantas positivas inoculadas por D.
costalimai, houve aumento naquelas inoculadas por B. xanthophis e O. facialis
na primavera 2001(Figura 9B). Além disso, X. fastidiosa foi detectada em 100%
das plantas de café inoculadas mecanicamente nessa ultima época de
inoculacao.

Apesar das oscilacdes observadas, o teste Qui-quadrado néo detectou
diferenca significativa na porcentagem de plantas positivas inoculadas por
cigarrinhas em citros (X2=1,79; P=0,617) e cafeeiro (X2?=3,44; P=0,329) em
funcao da época de inoculacao e, para as duas plantas hospedeiras, nao houve
interacao espécie x época de inoculacao. Tais oscilacoes podem ter ocorrido
devido ao numero variavel de plantas de citros e de café inoculadas em cada
época, devido a disponibilidade irregular de insetos vetores sadios para os
testes (Tabelas 11 e 12). No verdo foi possivel inocular um maior nuimero de
plantas por haver maior disponibilidade de insetos na criacao; isto foi devido
ao encurtamento do ciclo biolégico das cigarrinhas pelas temperaturas mais

elevadas no verao.
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Figura 9 - Porcentagem de plantas positivas de Citrus sinensis (A) e Coffea
arabica (B} positivas para Xylella fastidiosa ap6s inoculagéo por
Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai, Homalodisca
ignorata, Oncometopia facialis e por agulha (controle positivo) em
quatro épocas distintas. Out-inv: maio-junho/00; primavera 2000:
agosto-outubro;, verao 2000/2001: dezembro/00-marco/01;

primavera 2001: agosto-novembro.
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Ja no caso das plantas inoculadas mecanicamente, houve diferenca
significativa na porcentagem de plantas positivas entre as é€pocas de
inoculacao para o cafeeiro (X2=15,32; P=0,0016}, mas nao para citros (X?=2,10;
P=0,5511). Essa constatacao em cafeeiro foi evidente para a inoculacao de
verdo, na qual a porcentagem de plantas positivas foi bem menor do que nas
outras trés épocas de inoculacao (Tabela 12 e Figura 9B).

O periodo posterior a inoculacao pode ser decisivo na sobrevivéncia das
infec¢des iniciais, multiplicacdo e movimento sistémico de X. fastidiosa em
plantas hospedeiras. A capacidade da bactéria em se multiplicar e se
movimentar no xilema das plantas esta relacionada com a viruléncia das
estirpes (Hopkins, 1985), clima (Hopkins e Thompson, 1984}, tempo de
acumulo (Fry & Milholand, 1990; Hill & Purcell, 1995b) e mudangas
fisiologicas na planta apds a infeccao (Hopkins & Thompson, 1984; Queiroz-
Voltan & Paradela Filho, 1999). Em alguns hospedeiros a bactéria se
desenvolve lentamente, chegando a morrer algumas semanas apos ter iniciado
sua multiplicacao (Hill & Purcell, 1995b; Purcell & Saunders, 1999}. Talvez em
cafeeiro, a época posterior a marco seja desfavoravel para a proliferacao da
bactéria na planta ou o préprio cafeeiro apresente mecanismos mais eficientes
para impedir a multiplicacao e infeccao de X. fastidiosa. Essa hipotese €
reforcada pelo fato de que mesmo inoculando-se altas concentracoes
bacterianas (108 a 109 UFC/mL) a proporcao de plantas de café positivas foi
baixa (35,3%) nas inoculacdes mecanicas realizadas no verao.

Segundo Queiroz-Voltan & Paradela Filho (1999}, os danos causados por
X. fastidiosa nos tecidos foliares de cafeeiro foram bem menores quando
comparados com os observados para citros, reforcando a idéia de que o
cafeeiro apresenta maior tolerancia a essa bactéria do que plantas de citros.

Ja em citros, os resultados obtidos por Pereira (2000} indicaram
tendéncia de maior recuperacao de células viaveis de X. fastidiosa de ramos
inoculados mecanicamente no campo quando as inoculagoes foram realizadas
nos meses de dezembro e fevereiro (verdao). A fenologia da arvore pode
influenciar no sucesso da inoculacao e infeccao de citros com X. fastidiosa, em

funcao de possiveis alteracdes na fisiologia do xilema em diferentes épocas do
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ano (Lopes, 1999). O mesmo pode ocorrer em plantas de café. Para a estirpe de
PD, pode haver reducdo no sucesso de infeccao da inoculacdo se esta for
seguida por prolongado periodo de frio no inicio da primavera € se um menor
numero de células de X. fastidiosa forem introduzidas nas plantas pelo vetor
(Feil & Purcell, 2001).

Nesta pesquisa, embora a proporcao de plantas citricas positivas
inoculadas mecanicamente no verao tenha sido alta (87%), houve reducao nas
inoculadas por D. costalimai e H. ignorata (Figura 9A). Na ultima época de
inoculacdo (primavera 2001}, a proporcao de plantas positivas de citros e
cafeeiro inoculadas por cigarrinhas aumentou em relagdo ao verao, com
excecao de B. xanthophis para a qual houve uma pequena reducao em citros.
Quanto as plantas de café inoculadas mecanicamente, houve um aumento
acentuado dessa proporcao na inoculacdo de primavera (agosto/novembro
2001) em relacao a de verdao (dezembro/00-marco/01). Assim, o periodo
posterior a inoculacao da primavera (outubro/novembro), com altas
temperaturas e umidade elevada pode ser mais adequado a sobrevivéncia de
infeccoes iniciais da bactéria, favorecendo a sua multiplicacdo e movimento
sistémico pelo aumento na disponibilidade de agua e nutrientes e pela reducao
na tensao dos vasos do xilema (Pereira, 2000).

A transmissao de X. fastidiosa para videira no inicio da primavera €
mais importante no estabelecimento de infeccoes cronicas (Purcell, 1981). Esse
autor constatou que somente as inoculacoes realizadas por cigarrinhas nos
meses de primavera resultam em infec¢des que podem persistir de um ano
para o outro em videira. Assim, as infeccoes de X. fastidiosa, mediadas pelos
vetores que ocorrem nos meses de verao nao desenvolvem sintomas e, em anos
subsequentes, o patdégeno desaparece na maioria das videiras que foram

infectadas nessa época.
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4.3.4 Eficiéncia de transmissiao de X. fastidiosa pelos insetos vetores

A eficiéncia de transmissao de X. fastidiosa por cigarrinhas variou com a

planta hospedeira e foi significativamente maior em citros do que em cafeeiro

para H. ignorata (Z=3,71; P<0,01). Para B. xanthophis (2=0,4; P>0,05), D.
costalimai (Z=1,0; P>0,05) e O. facialis (Z=0,04; P>0,05) nao houve diferenca

significativa na eficiéncia de transmissdo entre as duas plantas hospedeiras

(Figura 10).
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Figura

10 - Taxa de transmissao de Xylella fastidiosa por individuo de

Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai,
Homalodisca ignorata e Oncometopia facialis para plantas de
Citrus sinensis e Coffea arabica, agrupando-se os dados das
quatro épocas de inoculacdo. As taxas foram estimadas pela
formula P= 1-(1-1)1/%, onde I corresponde a proporcao de plantas
positivas e K ao numero de insetos por planta (Swallow, 1985);
os valores de P foram convertidos para porcentagem (x 100j.
Porcentagens obtidas para uma mesma espécie de cigarrinha e
com a mesma letra nao diferem entre si pelo teste de diferenca

entre duas proporcoes (P<0,05).
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Em citros, H. ignorata diferiu significativamente de B. xanthophis
(Z=3,18; P<0,01) e O. facialis (Z=3,2; P<0,01) quanto a eficiéncia de
transmissao, destacando-se como uma das espécies mais eficientes, mas nao
diferiu significativamente de D. costalimai (Z=1,89; P>0,05) (Tabela 14). As
demais espécies, quando comparadas duas a duas, nao diferiram
significativamente entre si quanto a eficiéncia de transmissao para citros. Em
cafeeiro, nao houve diferenca significativa na eficiéncia de transmissao entre as
quatro espécies de cigarrinhas (Tabela 14).

Tanto na porcentagem de plantas positivas para X. fastidiosa quanto na
eficiéncia de transmissao dessa bactéria para o citros, H. ignorata destacou-se
em relacdo as outras espécies de cigarrinhas. A maior taxa de transmisséao
obtida para H. ignorata em citros, pode estar relacionada a utilizacao de
apenas um individuo dessa espécie por gaiola para inocular as plantas-teste.
Por essa razdo, a eficiéncia de transmissado por individuo de H. ignorata
igualou-se a porcentagem de plantas positivas. Para as demais espécies de
cigarrinhas, em que foram utilizados trés individuos por planta-teste, a
utilizacao da binomial de terceiro grau no calculo da estimativa de transmissao
por individuo fez com que a eficiéncia de transmissao fosse inferior a
porcentagem de plantas positivas (Tabelas 13 e 14).

Em estudos de transmissao da estirpe de videira de X. fastidiosa por G.
atropunctata envolvendo diferentes espécies de plantas, Hill & Purcel (1997)
utilizaram grupos de quatro insetos por planta-teste na tentativa de aumentar
a probabilidade de transmissao, porque se esperava uma taxa de transmissao
mais baixa em outras plantas que nao videiras. No entanto, esses autores
também verificaram que quando se utiliza grupo de insetos a estimativa da
probabilidade de um individuo transmitir € mais baixa, por ser calculada a
partir de uma binomial de quarta ordem. Utilizando-se quatro individuos por
planta-teste, a taxa de transmissao individual foi de 24%, enquanto que em
outros estudos, em gue se utilizou apenas um individuo por planta, a taxa

ficou entre 90 e 100% (Hill & Purcell, 1995a; Purcell & Finlay, 1979).
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Tabela 14. Comparacao estatistica da taxa de transmissao de Xylella fastidiosa
por quatro espécies de cigarrinhas, para mudas de Citrus sinensis

e Coffea arabica.

Taxa de transmissao (%)b-c

Espécie de cigarrinha« C. sinensis C. arabica
Bucephalogonia xanthophis 50b 3,45 a
Dilobopterus costalimai 13,3 ab 7,17 a
Homalodisca ignorata 30a 22a
Oncometopia facialis 1,1b .21 a

aUtilizaram-se grupos de trés individuos por planta-teste, exceto no caso de H. ignorata
em que se utilizou apenas um individuo por planta;

bTaxa de transmissdo por individuo estimada pela formula P= 1-(1-1)V/x, onde 1
corresponde a proporgao de plantas positivas e K ao nimero de insetos por planta
{(Swallow, 1985). Os valores de P foram convertidos para porcentagem (x100). As taxas
foram obtidas agrupando-se os dados de todas as épocas de inoculacéo;

cPorcentagens seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
diferenca entre duas proporgoes (P<0,05).

Com a estirpe de citros (CVC), Yamamoto et al. (2002) utilizaram grupos
de 10 individuos de H. ignorata por planta-teste para inocular mudas citricas e
relataram uma eficiéncia de transmissado por individuo (0,5%) muito mais
baixa que a obtida para a mesma espécie neste trabalho (30%). Talvez, a
utilizacao de 10 insetos por planta-teste possa ter influenciado de forma
negativa o comportamento alimentar dos insetos, ocasionando competi¢cao por
espaco e dispersao excessiva durante o periodo de acesso a inoculacao.

Costa et al. (2000a), estudando a transmissao de X. fastidiosa por
Homalodisca coagulata (Say) para oleandro na Califérnia, verificaram que a
probabilidade de infeccao nao diferiu significativamente quando as plantas
foram inoculadas com um inseto (83%) ou com trés (94%). Entretanto,
observaram altas taxas de mortalidade das plantas quando essas foram
inoculadas por trés insetos, indicando que um maior numero de locais de
infeccdo podem causar a morte das plantas de oleandro.

Nesta pesquisa, quando se optou pela utilizacdo de mais de um
individuo por planta-teste durante a inoculacdo, na verdade procurou-se

aumentar as chances de inoculagcao em funcdo das baixas eficiéncias de
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transmissao de X. fastidiosa por cigarrinhas relatadas em citros (Descobertos,
1999; Kriigner, et al., 2000). No entanto, devido a menor disponibilidade de H.
ignorata nas coletas de campo, o que limitava a obtencao de posturas, optou-se
pela utilizacao de apenas um individuo dessa espécie por planta-teste.
Surpreendentemente, foi para H. ignorata que se obtiveram as maiores taxas
de transmissao em citros. O mesmo nao foi observado para o cafeeiro, em que
a eficiéncia de transmissao por H. ignorata foi somente 2,2%, com deteccao de
X. fastidiosa em apenas uma planta dentre as 50 inoculadas (Tabela 12).
Provavelmente, esse fato deve estar associado as preferéncias alimentares
dessa espécie, ja que a taxa de mortalidade de H. ignorata em café durante o
PAI foi de 10%, enquanto que em citros nao houve mortalidade (Tabela 8},
indicando maior aceitabilidade da planta citrica.

Outro fato que surpreendeu foi a baixa eficiéncia de transmissao de X.
fastidiosa por B. xanthophis em citros (5%]}, inferior a média de 11,7% obtida
por Krugner et al. (2000). Pela sua abundancia em pomares citricos em
formacao, B. xanthophis € apontada como uma das espécies mais importantes
na transmissao de X. fastidiosa no campo (Yamamoto et al.,, 2001).
Contrariamente, a eficiéncia de transmissao por D. costalimai, em citros foi
mais elevada (13,3%} do que a relatada por Kriigner et al. (2000) para a mesma
espécie (5,5%).

Verificou-se que a eficiéncia de transmissdo € uma caracteristica
inerente a espécie vetora ou a interacao vetor-planta hospedeira, ndo estando
necessariamente relacionada com subdivisdes taxonomicas como tribos de
cigarrinhas, como se supunha no inicio da realizacdo deste trabalho. Em
citros, H. ignorata (Proconiini) foi mais eficiente que B. xanthophis (Cicadellini)
e O. facialis (Proconiini), mas em cafeeiro ndo houve diferenca na eficiéncia de
transmissao entre cigarrinhas das duas tribos (Tabela 14).

Grande variacdo tem sido observada na eficiéncia de transmissao de X.
Jastidiosa por cigarrinhas entre patossistemas. No caso da CVC, as taxas de
transmissao relatadas até o momento variaram de 0,3 a 17% (Descobertos,
1999; Krigner et al., 2000; Yamamoto et al., 2002). Em videiras com PD,

valores maiores que 90% foram obtidos (Purcell & Finlay, 1979), sendo que as
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espécies vetoras variam grandemente na eficiéncia de transmissao (Hewitt et
al., 1949). Embora existam varias diferencas entre os dois patossistemas, tais
como planta hospedeira, estirpes do patogeno, espécies de vetores, condigdes
climaticas, métodos experimentais, algumas caracteristicas comportamentais e
alimentares dos vetores podem estar relacionadas as grandes variacoes na
eficiéncia entre espécies numa mesma planta hospedeira.

Diferencas na eficiéncia de transmissido dos vetores podem ser
relacionadas com a preferéncia hospedeira (Lopes, 1996). Por exemplo,
Draeculocephala minerva Ball e Carneocephala fulgida Nott. alimentam-se
primariamente em gramineas e apenas ocasionalmente em videiras e
amendoeiras, enquanto que G. atropunctata é encontrada primariamente em
arvores perenes, incluindo videiras (Raju & Wells, 1986). Assim, G
atropunctata, transmite X. fastidiosa com maior eficiéncia para videira que
para hospedeiros herbaceos como alfafa. Ja a espécie D. minerva, transmite X.
fastidiosa para alfafa com maior eficiéncia que G. atropunctata, embora seja
um vetor ineficiente na transmissao para videira (Purcell, 1979). Espécies de
Pagaronia se mostraram ineficientes em teste de transmissao de X. fastidiosa
para videira e alfafa, sendo que a sobrevivéncia dessas nos dois hospedeiros foi
baixa (Severin, 1949), indicando, provavelmente, uma menor aceitabilidade de
alfafa e videiras para alimentacédo (Purcell, 1979). Dessa forma, a importancia
do vetor varia com a sua preferéncia hospedeira.

Cordeiro et al. (2002) compararam a taxa de alimentacao de O. facialis e
B. xanthophis em diversas espécies de plantas hospedeiras de X. fastidiosa,
através de quantificacao da excrecao liquida (honeydew) dos insetos durante
24 h de confinamento nessas plantas. Verificou-se maior volume e freqiiéncia
de excrecao em vinca (C. roseus) e videira (Vitis vinifera L.} do que em citros,
indicando que citros ndo é um hospedeiro preferencial de alimentacao para
essas duas espécies de cigarrinhas. Esses dados, embora preliminares, podem
explicar a baixa eficiéncia de transmissao dessas duas espécies de cigarrinhas
em citros, uma vez que a eficiéncia do vetor pode estar condicionada a
preferéncia alimentar pela espécie de planta hospedeira de X. fastidiosa (Hill &

Purcell, 1997). Além disso, estudos de livre escolha realizados nesta pesquisa
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(item 4.4.1.4) mostraram que as cigarrinhas D. costalimai e O. facialis rejeitam
plantas citricas infectadas por X. fasditiosa e sintomaticas e que D. costalimai
praticamente nao ingere seiva em plantas citricas sintomaticas apds 72 h de
confinamento (item 4.4.2).

A eficiéncia de aquisicdo e inoculacdo de X. fastidiosa pode também
estar relacionada ao local da planta onde os vetores se alimentam. Em videira,
G. atropunctata alimenta-se nos peciolos, nervuras foliares e ramos suculentos
no topo da planta evitando alimentar-se nos ramos do baixeiro. Ja D. minerva
prefere se alimentar de gramineas em ramos proximos a coroa. Quando
colocada em plantas de videira, D. minerva alimenta-se nas porcoes baixeiras
da planta e apresenta taxa de infectividade de 0-5%, enquanto que G.
atropunctata chega a atingir quase 100% de infectividade alimentando-se nas
porcoes mais altas. Dessa forma, supoe-se que a eficiéncia de aquisicao de X.
fastidiosa nos ramos do baixeiro seja menor do que proximo ao fluxo de
crescimento das plantas (Hill & Purcell, 1997). A habilidade em transmitir o
patogeno depende do local preferencial de alimentacdo do vetor e néo
necessariamente do habitat ou da escolha da planta hospedeira (Turner &
Pollard, 1955).

Além disso, no caso da videira, a taxa de aquisicao de X. fastidiosa pelo
vetor esta positivamente relacionada com as altas populacées da bactéria na
planta-fonte, sendo que populagcées menores que 106 a 107 UFC/g,
determinadas por cultura, resultam em reduzida eficiéncia de transmissao (Hill
& Purcell, 1997). Segundo Almeida et al. (2001}, a baixa populacao de células
cultivaveis de X. fastidiosa em tecidos de plantas com CVC (105 a 106 UFC/g),
comparada com plantas de videira com PD (108 a 10° UFC/g), sugere que
muitas células em tecidos sintomaticos de citros podem estar mortas,
explicando em parte a baixa taxa de transmissao por vetores em citros.

Neste trabalho, a eficiéncia de transmissao em citros variou de 1,1 a
30% e em cafeeiro de 1,2 a 7,2%, mesmo utilizando-se espécies de cigarrinhas
iguais, plantas-fonte de citros e café com mesma populacdo bacteriana,
nuameros semelhantes de plantas-teste por época de inoculacdo e mesmas

condicoes experimentais. Provavelmente, as variacdes encontradas devem-se
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aos inUmeros fatores ja citados anteriormente, tais como: tempo gasto pelo
vetor na alimentacao em tecido infectivo, sobrevivéncia de infeccoes iniciais da
bactéria (Purcell, 1981), distribuicao de X. fastidiosa nas plantas hospedeiras
(Mizubuti et al., 1994; Smart et al., 1998), preferéncias alimentares por plantas
hospedeiras ou por porcoes especificas das plantas (Raju & Wells, 1986;
Turner & Pollard, 1955) e épocas de inoculacao (Purcell, 1981).

Assim, os resultados obtidos indicam que existe uma complexa relacao
planta-patogeno-vetor, sendo que a eficiéncia de transmissao varia com a
espécie vetora e com a planta hospedeira de X. fastidiosa e nao esta
condicionada a grupos taxondémicos (tribos Cicadellini X Proconiini) como se
supds em trabalhos prévios de transmissao da estirpe de CVC (Krtiigner et al.,
2000} e de PD (Severin, 1949).

Para melhor compreender a epidemiologia das doencgas transmitidas por
X. fastidiosa, ¢ importante conhecer os habitats dos insetos vetores e saber
como seus movimentos estdo relacionados com a distribuigcao e o titulo do
in6culo nas plantas (Adlerz, 1980). A definicao da época mais racional para o
controle dos vetores, visando a reducao na disseminacao da CVC requer nao
apenas o conhecimento da dinamica populacional das espécies chaves, mas
também, uma analise da probabilidade de transmissao e infeccao das plantas
citricas em diferentes épocas do ano (Lopes, 1999). Essas mesmas

consideracdes sao validas para o manejo da ARC.
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4.4 Testes de comportamento alimentar das cigarrinhas em citros

4.4.1 Estudos de preferéncia em livre escolha

Nos testes de livre escolha, verificou-se nos trés primeiros experimentos
(selecao entre planta citrica com exposicao total ou parcial de suas estruturas,
selecao do local de alimentacao na planta citrica e selecao entre plantas
citricas com e sem brotacao) que logo apés a liberacao dos insetos nas camaras
de observacao a maioria manteve-se dispersa, o que foi diminuindo
gradativamente ao longo das primeiras 24 h (Figuras 11A, C e E), quando os
insetos ja haviam localizado a planta citrica. Para D. costalimai ocorreu maior
dispersao dos individuos nas gaiolas nos dois primeiros experimentos (Figuras
11A e C), enquanto que para O. facialis essa dispersao foi mais acentuada no
terceiro experimento (Figura 11E).

A mortalidade passou a ser observada principalmente a partir das 15 h
ap6s a liberacdo dos insetos, estabilizando-se, entretanto, apo6s as 24 h
{(Figuras 11B, D e F). Nos trés experimentos, a mortalidade de D. costalimai foi
mais acentuada que a de O. facialis em quase todos os horarios de avaliacéo,

indicando que essa espécie € mais sensivel a este tipo de manipulacéo.
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Figura 11 - Numero meédio (+ desvio padrdao da média) de adultos de

Dilobopterus costalimai € Oncometopia facialis dispersos (A, C ,E)
e mortos (B, D, F) em trés experimentos de livre escolha. Exp. 1
(A e B): selecao entre planta inteira, planta sem folhas e planta
sem ramos secundarios; Exp. 2 (C e D): selecao entre peciolo,
nervura central e secundaria da folha, ramo primario e
secundario; Exp. 3 (E e F): selecdo entre planta com e sem
brotacao, durante os sete periodos de avaliagao. Numeros entre
parénteses correspondem ao tempo (horas) apés a liberacao dos

insetos.
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4.4.1.1 Selecao na planta citrica

Nao houve diferenca significativa entre planta completa, planta com
folhas cobertas e planta com os ramos secundarios cobertos quanto ac numero
médio de adultos pousados de D. costalimai (F=3,26; P=0,052) e O. facialis
(F=0,30; P=0,75) (Tabela 15), considerando os sete horarios de avaliagao. Para
D. costalimai, houve interacao tratamento x tempo (F=2,28; P=0,01), sendo a
regressao significativa para os trés tratamentos permitindo verificar que nas
primeiras avalia¢cdes a planta completa (F=10,71; P=0,0017; R>=0,65) e a muda
com os ramos cobertos (F=10,97; P=0,0015; R2=0,71) apresentaram maior
numero de insetos (Figura 12), indicando que as folhas orientam o inicio da
selecao hospedeira. Com o tempo, principalmente apés 39 h, foi aumentando o
numero de insetos na planta com as folhas cobertas (F=6,98; P=0,0089;
R2=0,82), revelando preferéncia pelo ramo em relacdo as folhas. Para O.
facialis, ndo houve interacdo tratamento x tempo (F=1,55; P=0,111), nao
permitindo a comparacdo do numerc de insetos nos trés tratamentos em

relacao aos horarios de avaliagao.

Tabela 15. Numero médio (+ desvio padrao da média) de adultos de
Dilobopterus costalimai e Oncometopia facialis em teste de livre
escolha entre plantas citricas com exposicédo total ou parcial de

suas estruturas, durante sete periodos de avaliacdo.

Tratamentos D. costalimai O. facialis
Planta completa 2,58+0,342 a 8,68+0,62 a
Planta com folhas cobertas 2,31+0,37 a 6,41+0,47 a
Planta com ramos secundarios cobertos 1,26+ 0,18 a 7,29+0,79 a

ameédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey
{P<0,05).
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Comparando-se as duas espécies de cigarrinhas (F=52,76; P=0,00001),
verificou-se maior numero médio de O. facialis (7,5+0,38) que de D. costalimai
(2,0+£0,24) nos tratamentos. Essa diferenca ja era esperada, pois a ultima

apresentou dispersao e mortalidade mais acentuada que O. facialis.
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Figura 12 - Curvas de regressao obtidas para a relacao entre o nimero médio
(x) de adultos de Dilobopterus costalimai por planta e o tempo apos
a liberacao, em teste de livre escolha envolvendo trés categorias de
plantas citricas: planta completa; planta sem folhas e planta sem

ramos secundarios.

4.4.1.2 Selecéao do local de alimentacé@o na planta citrica

D. costalimai (F=51,56; P=0,0001) apresentou maior preferéncia pela
nervura secundaria (NS) da folha, seguida pelo ramo secundario (RS), sendo
que as demais partes da planta, peciolo (P) e nervura central (NC) da folha e
ramo primario (RP) nao diferiram entre si (Tabela 16). Observou-se interacao
significativa entre tratamento e tempo (F=6,82; P=0,00001) e as analises de
regressao revelaram que a preferéncia pela NS prevaleceu em todas as
avaliacoes (F=22,70; P=0,00004; R2=0,58), reduzindo-se a medida que a
preferéncia pelo RS foi aumentando (F=49,83; P=0,00001; R2=0,33) (Figura
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13A). A preferéncia pelo P (F=4,82; P=0,027; R2=0,95) e pela NC da folha
(F=3,97; P=0,044; R?=0,39) teve uma ligeira reducao durante as avaliacoes.

Tabela 16. Numero meédio (+ desvio padrdao da média) de adultos de
Dilobopterus costalimai e Oncometopia facialis em teste de livre

escolha entre partes da planta citrica, durante sete periodos de

avaliacao.

Partes da planta D. costalimai O. facialis
Peciolo 0,33+0,06a ¢ 0,41+0,11b
Nervura central 0,48+0,11 ¢ 2,21+0,23 a
Nervura secundaria 4,14+0,52 a 3,14+0,71 a
Ramo primario 0,01+0,01 ¢ 0,085+0,04 b
Ramo secundario 1,57+0,052 b 2,27+0,45 a

amédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey
{P<0,05).

Para O. facialis (F=19,77; P=0,00001), nao houve diferenca quanto a
preferéncia por NS, NC e RS, mas P e RP foram menos preferidos que os
demais locais e nao diferiram entre si {(Tabela 16). A interacao tratamento x
tempo foi significativa (F=6,6; P=0,00001), sendo que o numero de insetos
diminuiu com o tempo na NS (F=48,31; P=0,0001; R?=0,43) e aumentou no RS
(F=15,91; F=0,00025; R2=0,78), igualando-se nas ultimas avalia¢coes (Figura
13B).

A analise comparativa entre as duas espécies revelou novamente maior
numero médio de O. facialis (1,63+0,16) em relacdo a D. costalimai (1,3+0,13)
nos diferentes locais da planta (F=6,56; P=0,011), provavelmente em
decorréncia da menor dispersdo e mortalidade da primeira espécie.

As preferéncias alimentares das espécies que se alimentam da seiva do
xilema sao largamente determinadas por diferencas no contetido de nutrientes
entre as espécies de plantas (Brodbeck et al., 1990; Thompson, 1994} e partes
da planta (Horsfield, 1977}, ajustando-se também as mudancas diurnas na

quimica do xilema (Brodbeck et al., 1993). Deve-se levar em consideracao,
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portanto, que a quantidade e composicao dos nutrientes na seiva do xilema
varia com a idade, estacédo, hora do dia, local de alimentacdo e sanidade da
planta (Andersen & Brodbeck, 1989; Hopkins, 1995; Moreno & Garcia-
Martinez, 1993). Assim, o local de alimentacdo na planta (galhos, ramos ou
folhas) pode afetar a eficiéncia com que diferentes espécies de cigarrinhas
adquirem ou inoculam X. fastidiosa (Lopes, 1996.)

A escolha do local preferido para alimentacdo, entre folhas, ramos e
peciolos, varia entre as espécies de cigarrinhas (Gravena et al.,, 1997).
Yamamoto & Roberto (1997) relataram que em citros D. costalimai alimenta-se
preferencialmente de ramos novos e O. facialis de ramos ja lenhosos. Segundo
Leite & Nakano (2000), D. costalimai prefere ramos novos e folhas jovens e O.
facialis uma maior diversidade de 6rgaos vegetais. No entanto, os resultados
obtidos no presente estudo, sob condi¢bes ambientais mais restritas de casa de
vegetacao, revelaram preferéncias alimentares similares entre as duas espécies
de cigarrinhas, sendo que para D. costalimai nota-se preferéncia pelas folhas
em relacdo as outras partes da planta citrica.

Analisando-se as porcentagens de D. costalimai e O. facialis nas folhas,
peciolos e ramos, percebe-se que a presenca no peciolo foliar se manteve
reduzida e estavel durante os horarios de avaliacdao (Figuras 14A e B). Em
contraste, as porcentagens de insetos pousados nas folhas e ramos se
alternaram de acordo com os horarios do dia. Houve tendéncia de maior
concentracdo de cigarrinhas nas folhas nos periodos de temperatura mais
amena (17, 20 e 8 h), e de movimentacdo de parte dos individuos para os

ramos com a elevacao da temperatura na avaliacdo das 14 h.
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Figura 13 — Curvas de regressao obtidas para a relacao entre o numero médio
(x) de adultos de Dilobopterus costalimai (A) e Oncometopia facialis
(B) pousados em diferentes partes da muda citrica e o tempo apos

a liberacao, em teste de livre escolha.
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Essa constatacdo € importante porque em videira com PD a
concentracao de X. fastidiosa, expressa em porcentagem de vasos colonizados,
¢ menor nos ramos do que nas folhas (Hopkins, 1981). Além disso, nas folhas
com sintomas de necrose marginal, ha maior porcentagem de vasos contendo
bactéria nas nervuras foliares do que nos peciolos. Hopkins & Mollenhauer
(1973) observaram células bacterianas nos elementos de vasos do xilema nos
peciolos, nervuras medianas e secundarias das folhas de videira infectadas,
mas os ramos nao foram avaliados. As bactérias ficam confinadas ao lamen
dos vasos do xilema, mais freqiientemente nos pequenos vasos, onde formam
agregados que aparentemente restringem a passagem de agua (Mollenhauer &
Hopkins, 1974). Dessa forma, pode-se considerar que em videira ha maiores
chances de aquisicao de X. fastidiosa durante a alimentacdo nos vasos do
xilema do peciolo ou nervuras foliares.

Em citros com CVC, a obstrucao dos vasos diminui das folhas para o
caule (Queiroz-Voltan & Paradela Filho, 1999). Assim, postula-se que a
eficiéncia de aquisicao de X. fastidiosa possa estar condicionada ao local
preferencial de alimentacao do vetor na planta infectada.

Para as duas espécies de cigarrinhas avaliadas neste estudo, embora
nao tenha tido diferenca quanto a preferéncia por locais de permanéncia na
planta citrica, provavelmente a que se alimenta durante mais tempo em tecido
infectivo, por exemplo, peciolo e nervuras foliares, teria maiores chances de
adquirir a bactéria. Tal diferenca em comportamento alimentar poderia
explicar as taxas de transmissao variaveis de 1,3% para O. facialis a 5,5% para
D. costalimai, relatadas por Kriigner et al., 2000 e de 1,1% a 13,3% obtidas

para as mesmas espécies no estudo de transmissao do item 4.3.4 desta tese.
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4.4.1.3 Selecdo entre plantas citricas com e sem brotacao

Tanto para D. costalimai (F=22,34; P=0,00033) quanto para O. facialis
(F=37,41; P=0,00005}, verificou-se nitida preferéncia pela planta com brotagao
(Figura 15). No entanto, para D. costalimai, a interagao tratamento x tempo nao
foi significativa (F=2,17; P=0,051), nao permitindo a comparacao do numero de
insetos nas plantas com e sem brotacao em relacao aos horarios de avaliagao.
A interacdo tratamento x tempo foi significativa para O. facialis (F=9,16;
P=0,00001), sendo que com 3 h apoés a liberacdo dos insetos, nao houve
diferenca de atratividade entre as duas plantas, mas a partir de 15 h
aumentou a preferéncia pela planta com brotagéo (F=5,22; P=0,023; R?=0,95),
com correspondente reducado pela planta sem brotacao (F=3,09; P=0,077;
R2=0,64) (Figura 16).

A analise comparativa neste experimento revelou maior numero de D.
costalimai (6,4+0,39) do que de O. facialis (5,7+0,34) nas plantas (F=4,23;
P=0,044), ja que essa ultima se mostrou mais dispersa em praticamente todos
os horarios de avaliacdo. Essa constatacdo pode indicar a influéncia que a
brotacdo exerce na localizacao da planta hospedeira por D. costalimai, pois nos
outros dois experimentos menor numero de individuos dessa espécie pousou
sobre as plantas em relagao a O. facialis.

Nos trés experimentos verificou-se que mesmo havendo interacao
tratamento x tempo altamente significativa, o coeficiente de determinacao (R?)
foi baixo (0,3-0,5) para algumas curvas de regressdo, o que ja era esperado em
razao da grande dispersdao dos insetos na camara de observacao em certos
horarios do dia. Mesmo assim, esses dados sdo uteis para revelar oscilagdes
quanto a preferéncia alimentar desses insetos em funcao do horario. A
variacdo no local de alimentagdo ou de permanéncia do inseto pode estar
relacionada com possiveis alteracdes diurnas na concentracao dos nutrientes
da seiva em certas estruturas da planta (Brodbeck et al. 1993) ou com

variacdes microclimaticas na copa da arvore citrica (Leite & Nakano, 2000).
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Figura 15 - Numero médio (+ desvio padrao da meédia) de adultos de
Dilobopterus costalimai e Oncometopia facialis por planta em
teste de livre escolha entre plantas citricas com e sem brotacéo,
durante sete periodos de avaliacdo. Para uma mesma espécie,
meédias com a mesma letra nao diferem entre si pelo teste de

Tukey (P<0,05).
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Roberto & Yamamoto (1998) verificaram que a flutuacao populacional
das cigarrinhas € influenciada pelo clima, sendo que em anos com seca mais
prolongada apo6s o inverno, observou-se infestacdo mais tardia das cigarrinhas,
provavelmente pela interferéncia da estiagem sobre o hospedeiro, causando
atraso no inicio de brotacao das plantas, ja que as cigarrinhas preferem
alimentar-se das brotacbes novas e tenras da planta. Assim, a deficiéncia
hidrica em areas nao irrigadas resulta em baixa formacao de brotacdes pelas
arvores citricas e altera o nivel de nutrientes e a tensao do xilema, o que pode
afetar a populacao e a preferéncia das cigarrinhas (Garcia Junior et-al., 1997).

Outra evidéncia da preferéncia de cigarrinhas por tecidos tenros € que
folhagens mais velhas de muitos cultivares de uva foram mais resistentes a
infeccao por X. fastidiosa apés a inoculacdo pelas cigarrinhas, do que
folhagens mais novas, o que também pode resultar em diferencas na eficiéncia
de transmissao do vetor (Hopkins, 1983). A maior taxa de infeccdo pode estar
relacionada com a concentracdao de aminoacidos que € maior no xilema das
folhas jovens do que nas folhas mais velhas (Purcell, 1989). Em videiras, as
cigarrinhas tém forte preferéncia por tecidos suculentos (Hewitt et al. 1949;
Purcell, 1975), sendo essa mais pronunciada pelas folhas e ramos recém-
emitidos no final da primavera e inicio do verao (Purcell & Feil, 2001}.

O manejo das doencas causadas por patégenos transmitidos por insetos
pode ser facilitado pela compreensiao da melhor época em que as taticas de
controle devem ser adotadas visando um maior efeito. As taticas de manejo
devem focar a interacao entre o vetor e a planta suscetivel na época adequada.
Essas taticas devem incluir o uso de inseticidas que afetam os vetores antes
que eles possam inocular uma planta sadia ou que possam adquirir a bactéria
em uma planta infectada (Blua et al., 2001).

Assim, a comprovacao da preferéncia das cigarrinhas pela brotacao
citrica tem implicagoes importantes para o manejo da CVC, devendo-se adotar
medidas de controle desses insetos em periodos de maior vegetacao dos
pomares de laranja, que provavelmente se constituem em €pocas criticas para

a aquisicao e transmissao de X. fastidiosa.
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4.4.1.4 Selecdo entre plantas citricas com sintomas de CVC e sadias

Observou-se, neste experimento, maior dispersao de adultos das duas
espécies de cigarrinhas até as primeiras 20 h apoés a liberacao (Figura 17A),
quando ocorreu uma reducao gradual deste comportamento pela adaptacao a
camara de observacao e localizacdo de uma das plantas, de acordo com a
preferéncia. O. facialis mostrou-se mais dispersa que D. costalimai em
praticamente todos os horarios de avaliagao.

A mortalidade foi mais elevada para as duas espécies nos horarios mais
quentes (14 e 17 h) e durante as primeiras 24 h, reduzindo-se nos demais
periodos de avaliacao (Figura 17Bj.

Para as duas espécies, D. costalimai (F=31,74; P=0,00009) e O. facialis
(F=11,23; P=0,0038), observou-se nitida preferéncia pela planta sadia em
relacdo a planta com sintomas de CVC (Figura 18}, indicando que a infeccao
sintomatica por X. fastidiosa na planta citrica tem influéncia sobre a
atratividade das cigarrinhas. Embora O. facialis tenha se mostrado mais
dispersa na maioria das avaliacdées, nao houve diferenca no nimero médio
total de D. costalimai (5,16+0,31) e O. facialis (5,76+0,72) pousados sobre as
plantas (sadias e com CVC) nas camaras de observacdo, através da analise
comparativa do experimento (F=1,28; P=0,265).

Resultados semelhantes foram obtidos por Mizell & French (1987}, que
observaram menor ocorréncia e sobrevivéncia da cigarrinha vetora H.
coagulata em plantas de péssego infectadas por X. fastidiosa € com sintomas
de Reducao do porte do pessegueiro (PP), em relacdo a plantas sadias.
Mudancas na concentracado dos nutrientes, nas trocas gasosas nas folhas e no
potencial hidrico do xilema tém sido observadas com o desenvolvimento dos
sintomas em pessegueiro. Segundo Gould et al. (1991), X. fastidiosa ocorre em
baixas concentragdes em pomares de péssego devido a falta de atracao do vetor
para arvores infectadas, fazendo com que a dispersao secundaria seja baixa ou
inexistente, revelando forte relacdo entre o comportamento do vetor e a

incidéncia da doenca.
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Figura 18 - Numero médio (+ desvio padrao da média) de adultos de
Dilobopterus costalimai e Oncometopia facialis por planta em
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mesma espécie, médias com a mesma letra nao diferem entre si

pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Para D. costalimai, a interacao tratamento x tempo foi significativa
(F=1,44; P=0,00015) e, desde a primeira avaliacdo, as curvas de regressao ja
revelaram mais insetos na planta sadia (F=4,66; P=0,03; R2=0,70) do que na
com CVC (F=6,41; P=0,01; R2=0,69), sendo que essa diferenca aumentou com o
passar do tempo (Figura 19A). A interacao tratamento x tempo também foi
significativa para O. facialis (F=3,79; P=0,0021), sendo que na primeira
avaliacao houve ntimero similar de insetos nos dois tratamentos, seguida de
reducao na planta com CVC (F=11,60; P=0,0013; R2=0,49) e proporcional
aumento na sadia (F=16,68; P=0,00024; R2=0,92) nas avalia¢ctes subseqlientes
(Figura 19B).

Além de alteracoes morfologicas, as plantas infectadas por X. fastidiosa
apresentam alteracoes bioquimicas, como aumento do teor de lignina e das
enzimas [ 1,3- glucanase e quitinase, associadas a resposta de defesa de
plantas a presenca de patogenos (Martins et al., 1999). Todos esses fatores
podem dificultar a alimentacédo nas plantas sintomaticas, o que explicaria a
nitida preferéncia pelas plantas sadias, sem obstrugéo dos vasos e com fluxo
continuo de seiva.

As preferéncias por partes da planta sadia (folhas, peciolos e ramos) e
com CVC variaram com os horarios do dia (Figuras 20A e B, 21A e B),
indicando uma inversdo na proporcao dos insetos presentes nas folhas e
ramos em relacado aos horarios de menor (8 h) e maior temperatura (14 h). Nas
plantas sadias ocorreu maior proporg¢ac das duas espécies nas folhas as 8 h da
manha, reduzindo-se drasticamente as 14 h, quando ocorreu aumento
proporcional de cigarrinhas nos ramos (Figuras 20A e B).

No caso de O. facialis na planta com CVC, a distribuicao dos insetos foi
similar & da planta sadia (Figura 21B), mas para D. costalimai observou-se
maior proporcao de cigarrinhas nas folhas do que nos ramos em todos os
horarios, com excecao da avaliacdo das 45 h (14 h) apés a instalacao do
experimento, em que preferéncia pelas folhas foi substituida ligeiramente pelos
ramos (Figura 21A). A proporcao de cigarrinhas das duas espécies presentes
no peciolo nao variou muito entre os horarios de avaliacdo e mesmo entre

plantas sadias e sintomaticas {Figuras 20A e B, 21A e B).
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Em plantas de laranja Péra’ com CVC, Medina et al. (1999} constataram
que as taxas de fotossintese e de transpiracdo e a condutancia estomatica
foram menores em relacao as plantas sadias, sendo que as maiores diferencas
ocorreram durante os periodos de maior demanda atmosférica, entre 12 e 15
h. Além disso, Ribeiro (2002) verificou que o aumento de temperatura afeta o
sistema planta-patogeno, agravando as disfuncdées no metabolismo
fotossintético das plantas com CVC.

No caso da videira com PD, Goodwin et al. (1988) verificaram que as
folhas sintomaticas por volta do meio dia desenvolveram potencial da agua e
turgescéncia celulares menores (proxima a valores nulos) que as plantas
sadias por volta do meio dia, o que foi relacionado a diminuicao no potencial
osmotico na folha.

Provavelmente, as oscilagdées no estado fisiologico da planta durante o
dia refletem na alternancia de alimentacao pelas cigarrinhas, em funcao de
uma maior facilidade ou dificuldade de succao da seiva nas folhas ou ramos
num determinado horario. Machado et al. (1994) verificaram que os valores do
potencial da agua no xilema nas plantas de laranja ‘Péra’ e Valéncia’ com CVC
sao significativamente menores que os observados nas plantas sadias. No
entanto, as 14 h o potencial da agua na folha da planta sadia reduz também,
embora em menor proporcao, fato que poderia explicar o deslocamento das
cigarrinhas para os ramos.

A proporcdo de D. costalimai mais estavel nas folhas da planta
sintomatica constitui-se num ponto diferencial em relacdo a O. facialis. E de se
esperar que a maior permanéncia dos insetos nas folhas, que apresentam
maior obstrucao de vasos com X. fastidiosa em relacdo aos caules (Queiroz-
Voltan & Paradela Filho, 1999}, aumenta a chance de aquisi¢ao € consequente
transmissao de X. fastidiosa em plantas citricas. Hopkins (1981), em um
estudo com videiras infectadas por X. fastidiosa, verificou porcentagem de
vasos entupidos pelas bactérias muito menor no caule do que nas folhas, e
maior nas nervuras do que no peciolo. Assim, a maior permanéncia de D.
costalimai nas folhas das plantas infectadas pode justificar a diferenca na

eficiéncia de transmissao de X. fastidiosa por D. costalimai (5,5%) em relacéao a
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O. facialis (1,3%) (Krtigner et al., 2000) e de 1,1% para O. facialis ¢ 13,3% para

D. costalimai nesta pesquisa.

4.4.1.5 Selecao entre plantas infectadas assintomaticas e plantas sadias

A mortalidade e a dispersao de O. facialis foram similares (Figura 22},
sendo a dispersao apenas mais elevada no primeiro horario de avaliacao (20 h),
reduzindo-se nos demais, assim como a mortalidade. Esses resultados indicam
boa adaptacdo dessa espécie as condicoes do experimento.

Nao houve difereng¢a significativa no numero de O. facialis (F=0,23;
P=0,64) entre plantas sadias (7,9+0,83) e plantas infectadas, mas sem
sintomas evidentes (7,0+0,62). Assim, O. facialis nao conseguiu discriminar
entre plantas sadias e plantas infectadas assintomaticas. Nada pode ser
afirmado em relacdo a D. costalimai, devido a impossibilidade da realizacao do
teste com essa espécie.

Com a interagao tratamento x tempo significativa (F=3,47; P=0,0038), as
curvas de regressao revelaram que até as primeiras 15 h havia mais insetos na
planta sadia (F=5,21; P=0,023; R?=0,63) do que na assintomatica (F=20,55;
P=0,00009; R2=0,93) (Figura 23). Entretanto, essa diferenca foi muito pequena
durante as avaliagbdes, salientando-se a auséncia de capacidade
discriminatéria de O. facialis quanto a presenca de infeccdo de X. fastidiosa na
planta citrica, durante as fases iniciais de colonizacdo da bactéria na planta.

Pascholati et al. (2002) estudaram através de microscopio eletronico de
varredura, a proporcao de vasos do xilema colonizados por X. fastidiosa em
funcao da sintomatologia da folha citrica e nao verificaram diferenca clara na
proporc¢ao de vasos colonizados entre as folhas com sintomas intensos e leves.
No entanto, a populacdo bacteriana viavel variou com o grau de
sintomatologia, sendo menor nas folhas com sintomas leves (Alves et al.,

2003).
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Segundo Hill & Purcell {1997), para que ocorra transmissao por vetores,
a populacao minima da bactéria na planta-fonte tem que ser > 10* UFC/g de
peciolo, sendo que altas populacdes bacterianas implicam em aumento da
eficiéncia de aquisicao e de transmissao.

Ficou claro neste estudo que o grau de infeccdo e a sintomatologia
influenciam na preferéncia alimentar de O. facialis. Dessa forma, as plantas
infectadas assintomaticas por serem tao preferidas quanto as sadias, talvez
sejam mais importantes como fonte de inoéculo para disseminacdo da CVC
entre arvores citricas do que as plantas sintomaticas, principalmente se a

populacdo da bactéria nas plantas sem sintomas evidentes estiver acima de

104 UFC/g (Hill & Purcell, 1997).

4.4.2 Avaliacao da taxa de ingestao em plantas sadias ou infectadas por X.
fastidiosa

Curvas de sobrevivéncia para D. costalimai (P Log-Rank=0,81; P
Wilcoxon=0,68) e O. facialis (P Log-Rank=0,99; P Wilcoxon=0,82) nao revelaram
diferencas entre as plantas infectadas (sintomaticas e assintomaticas) e sadias
(Figuras 24A e B). Houve muita variacao no volume de honeydew excretado
entre os individuos de um mesmo tratamento, nao sendo possivel detectar
diferencas significativas entre esses.

Apesar da alta variabilidade dentro das repeti¢oes, nota-se que para D.
costalimai, o volume excretado e a freqliéncia dos insetos que excretaram foi
baixa nas plantas com sintomas de CVC (Trat 2) {(Figuras 25A, C e E), as quais
apresentam vasos do xilema obstruidos pela bactéria. Nota-se que
praticamente nao houve excrecao mesmo ap6s 72 h de confinamento na planta
citrica sintomatica. Tal fato néo foi observado para plantas sadias e infectadas
assintomaticas, ja que houve excrecao e a freqliéncia de insetos que
excretaram foi similar nos dois tratamentos (Test 1 e Trat 1).

Para O. facialis, nota-se freqliéncia mais elevada de insetos que
excretaram nas plantas Test 2 e Trat 2, mas o volume excretado nao diferiu

entre os tratamentos (Figuras 25B, D e F).
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A utilizacdo de um numero limitado de plantas e de insetos dificultou a
obtencao de resultados conclusivos, mas os dados indicam preferéncias
alimentares contrastantes entre D. costalimai e O. facialis em condi¢des de
confinamento. Além disso, este experimento reflete uma medida indireta da
alimentacao das duas espécies de cigarrinhas, o que néo foi possivel nos dois
testes de livre escolha com plantas infectadas e sadias, ja que o parametro
utilizado foi a presenca do inseto na planta, o que néo implica necessariamente
em alimentacao. Entretanto, é importante destacar que, durante as avalia¢oes
dos testes de livre escolha, muitos individuos permaneceram no mesmo local
durante cerca de 3-4 horas (intervalo entre uma avaliagcao e outra), indicativo
de que estavam se alimentando.

Como os nutrientes estao diluidos na seiva do xilema, muitas vezes, €
necessario que os vetores se alimentem de uma grande quantidade de seiva, 10
a 100 vezes o peso do corpo (Horsfield, 1977). A auséncia de excrecao implica
na nao-alimentacdo numa determinada espécie hospedeira ou porcido da
planta, ja que D. costalimai foi confinada durante 72 horas nos ramos das
plantas citricas sintomaticas. Esse fato vem corroborar os dados ja
apresentados de porcentagem de individuos desta espécie em plantas com
sintomas de CVC (Figura 21A) no teste de livre escolha, que permanecem
pousados nas folhas na maior parte do tempo, indicando que talvez esta
espécie nao se alimente nos ramos quando confinada em plantas com
sintomas de CVC.

Nos EUA, tem-se verificado preferéncias diferenciais dos vetores em
relagdo a planta hospedeira infectada (Raju et al., 1982), pois apesar de a
estirpe de videira causar doenca também em amendoeira, em algumas
situagcdes de campo, nao ocorre doenca em videira crescendo proxima a
amendoeira severamente infectada e vice-versa (Davis et al.,, 1980). A
preferéncia do vetor influencia no nimero médio de insetos na planta e assim,
cultivares menos atrativos as cigarrinhas podem reduzir a dispersao da doenca
(Purcell, 1985).

Neste trabalho, verificou-se que o nivel de infeccdo por X. fastidiosa

influi na atividade alimentar de D. costalimai € na preferéncia de O. facialis por
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plantas citricas, sendo as plantas infectadas sem sintomas provavelmente mais
importantes que as sintomaticas como fontes de inéculo para disseminacao da
CVC. Assim, estes aspectos devem ser considerados por ocasiao do controle

dos vetores e manejo das doencas causadas por X. fastidiosa.

4.5 Consideracoes finais

A selecao de plantas de V. condensata e A. virgata, imunes a bactéria X.
fastidosa representou uma etapa fundamental para os estudos de transmissao,
assegurando-se a sanidade dos insetos obtidos pelo sistema de criacao, a
partir de posturas de cigarrinhas coletadas no campo. Assim, durante os dois
experimentos com citros e cafeeiro houve um maior controle das duas fases da
transmissao, aquisi¢ao e inoculacao, que estao diretamente relacionadas com
a eficiéncia do vetor.

Apesar de partir-se do principio de que a eficiéncia de transmissao das
cigarrinhas vetoras em citros pudesse estar relacionada a grupos taxonémicos
(Tribo Cicadellini X Proconiini}, podendo-se selecionar espécies mais
importantes para a transmissao de X. fastidiosa, tal hipétese nao foi apoiada
pelos dados desta pesquisa. Os resultados obtidos indicaram que a eficiéncia
de transmissao varia com a planta hospedeira e a espécie de cigarrinha, porém
sem relacao com a tribo do inseto, existindo uma relacao complexa entre as
duas variaveis.

A taxa de transmissio parece estar mais relacionada as preferéncias
alimentares que acabam condicionando uma determinada espécie de
cigarrinha como a mais eficiente na transmissao de X. fastidiosa para um
hospedeiro, mas nao necessariamente para o outro. O melhor exemplo disso é
que a espécie H. ignorata se destacou como uma das mais eficientes em citros,
embora tenha apresentado eficiéncia de transmissao muito baixa em cafeeiro,
onde apresentou maior mortalidade durante o periodo de acesso a inoculagao.

Embora até entdo néo se conhecesse a gama de vetores de X. fastidiosa
em plantas de café, este trabalho possibilitou comprovacao de quatro espécies

de cigarrinhas como vetoras em cafeeiro, sendo que a eficiéncia de transmissao
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de H. ignorata foi menor do que em citros. Como essas espécies vetoras podem
ocasionalmente se alimentar das duas plantas hospedeiras (Lopes et al., 1998;
Paradela Filho et al., 1997}, aumenta-se a chance de inoculacoes cruzadas das
duas estirpes de X fastidiosa (CVC e ARC) em cafeeiro e citros,
respectivamente, principalmente porque ja se comprovou o desenvolvimento de
sintomas em plantas de café inoculadas com a estirpe de CVC (Li et al., 2001).

Além disso, a realizacdo de inoculag¢des mecanicas e por cigarrinhas em
quatro €pocas (outono-inverno 2000, primavera 2000, verao 2000/2001 e
primavera 2001) permitiu verificar uma certa variabilidade na porcentagem de
plantas inoculadas que foram positivas pelos dois métodos de deteccao, de
acordo com a época de inoculacgao.

Os testes de livre escolha com as cigarrinhas D. costalimai (Cicadellini) e
O. facialis (Proconiini) nao revelaram diferencas significativas entre as
preferéncias alimentares por plantas citricas (porcoes da planta, brotacdo e
niveis de infeccao), mas evidenciaram a preferéncia das duas espécies vetoras
por brotacoes citricas e por plantas sadias em relacdo as sintomaticas. No
entanto, para D. costalimai ficou mais evidente a importancia das folhas como
atrativo para selecao hospedeira e como tecido preferencial para alimentagao.
Quando confinada sobre ramos com folhas com sintomas intensos de CVC, no
teste da taxa de ingestdo, essa cigarrinha reduziu drasticamente a sua
excre¢ao, o que reforca a importancia das folhas para a alimentacao dessa
espécie. Deve-se salientar que em condigoes de escolha, D. costalimai mostrou
maior permanéncia nas folhas do que nos ramos em plantas sintomaticas.
Assim, seria interessante que em trabalhos futuros se estudasse a taxa de
ingestao de seiva em ramos e folhas de plantas infectadas por X. fastidiosa
para as duas espécies de cigarrinhas.

Os estudos de preferéncia em relagcdo ao nivel de infeccdo por X.
fastidiosa tém importancia no manejo da CVC, principalmente porque O.
facialis nao discriminou as plantas sadias das plantas com infec¢des iniciais
de X. fastidiosa. A infeccao sintomatica de citros por X. fastidiosa afetou a
preferéncia hospedeira e alimentacdo de um dos principais vetores, D.

costalimai. Assim, € provavel que plantas citricas com infec¢ées iniciais de X.
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fastidiosa, mostrando pouco ou nenhum sintoma de CVC, sejam fontes de
inoculo mais importantes que plantas com sintomas 6bvios dessa doenca. Essa
descoberta tem implicacoes diretas no manejo da CVC, sendo desejavel a
deteccao e eliminacao de plantas ou ramos infectados pela bactéria antes
mesmo do aparecimento dos sintomas.

Embora a eficiéncia de transmissao de X. fastidiosa tenha sido baixa em
citros e cafeeiro, supode-se que os dois patossistemas (CVC e ARC) sejam
influenciados por uma série de fatores, tais como, épocas de inoculagao,
espécies de cigarrinhas vetoras e niveis de infeccao (expressao de sintomas e
populacao bacteriana) na planta-fonte. Todas essas variaveis devem ser
utilizadas para melhor direcionar as medidas de controle dos insetos vetores,

visando-se impedir a disseminacao das doencas causadas por X. fastidiosa.



5 CONCLUSOES

- plantas de Vernonia condensata Baker e Aloysia virgata (Ruiz & Pavan)
Juss. sado imunes a infeccdo e nao permitem a sobrevivéncia dos isolados de
Xylella fastidiosa Wells et al. de citros e de cafeeiro, que causam clorose
variegada dos citros (CVC) e atrofia dos ramos do cafeeiro (ARC),
respectivamente;

- a utilizacao de plantas de V. condensata e o consorcio entre plantas
sadias de laranja-doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e plantas de V. condensata
asseguram a producao de insetos sadios a partir de posturas realizadas por
adultos de cigarrinhas;

- a eficiéncia de transmissao de X. fastidiosa por cigarrinhas varia com a
espécie vetora e planta hospedeira;

- H. ignorata € mais eficiente na transmissao de X. fastidiosa para citros
do que B. xanthophis e O. facialis, mas nao difere de D. costalimai,

- em cafeeiro, as quatro espécies vetoras nao diferem entre si quanto a
eficiéncia de transmissao;

- H. ignorata € mais eficiente na transmissao de X. fastidiosa para citros
em relacao ao cafeeiro, enquanto que os demais vetores transmitem a bactéria
para os dois hospedeiros com eficiéncia semelhante;

- a eficiéncia de transmissdo nao esta relacionada com divisdes
taxonoémicas de Tribos (Cicadellini X Proconiini);

- as folhas citricas orientam o inicio da selecao hospedeira de D.
costalimai; havendo a possibilidade de escolha entre plantas com folhas
normais ou com folhas encobertas, esse inseto prefere pousar inicialmente nas

plantas com folhas normais;
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- D. costalimai mostra nitida preferéncia para alimentacao nas nervuras
secundarias das folhas em relacao a outras partes da planta citrica, enquanto
que O. facialis prefere indistintamente ramo secundario e as nervuras central e
secundéaria das folhas;

- as cigarrinhas D. costalimai e O. facialis sao atraidas pelas brotacgdes
citricas;

- plantas citricas com sintomas de CVC sao menos atrativas as
cigarrinhas D. costalimai e O. facialis que plantas sadias; no entanto, O. facialis
nao consegue discriminar entre plantas citricas sadias e plantas infectadas por
X. fastidiosa, porém sem sintomas de CVC;

- a preferéncia de D. costalimai e O. facialis pela parte da planta citrica
varia com o horario do dia, ocorrendo maior concentracao nas folhas no
periodo de temperatura mais amena € nos ramos no periodo mais quente; D.
costalimai altera esse comportamento em plantas com sintomas de CVC,
permanecendo mais tempo nas folhas;

- a alimentacao por D. costalimai € reduzida drasticamente quando
confinada em plantas citricas com sintomas de CVC, mas nao em plantas

infectadas sem sintomas.
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