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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo do benzotiadiazole (BTH) e do silicio sobre
o controle da doenca causada pela Xylella fastidiosa subsp. pauca em Nicotiana tabacum. Os experimentos
foram conduzidos em condicdes de casa de vegetacdo, onde as plantas de N. tabacum receberam inoculacdo de
X. fastidiosa (linhagem 9a5c) com 4,7x10” UFC mL!. Os tratamentos consistiram da pulverizagao das folhas, com
solucdes de BTH (0,6 e 1,2 mM), e aplicagdo ao solo de solugdes de metassilicato de sédio (2 e 4 uM de Si). Cinco
plantas foram utilizadas, por tratamento. Plantas de N. tabacum tratadas com BTH nio demonstraram redugdo de
sintomas da bacteriose. Entretanto, plantas tratadas com metassilicato de sédio, sim. A induc¢@o de resisténcia
pelo Si podera ser titil no controle da clorose variegada dos citros.

Termos para indexacgdo: Nicotiana tabacum, BTH, inducdo de resisténcia sistémica, clorose variegada dos
citros.

Redution of the symptons caused by Xylella fastidiosa
subsp. pauca through application of benzothiadiazole and silicon

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effects of benzothiadiazole (BTH) and silicon applications
on the control of the disease caused by Xylella fastidiosa subsp. pauca on Nicotiana tabacum. The experiments
were carried out under greenhouse conditions, where X. fastidiosa (9a5c strain) containing 4.7x10” CFU mL™" was
inoculated in N. tabacum plants. The BTH and silicon treatments consisted of BTH (0.6 and 1.2 mM) application
to plant leaves, and sodium metasilicate solution (2 and 4 UM of Si) application to soil. Plants of N. tabacum
treated with BTH showed no reduction in symptoms. However, plants treated with sodium metasilicate (source
of Si) were rendered asymptomatic. Disease resistance induced by Si can be useful to control citrus variegated

chlorosis.

Index terms: Nicotiana tabacum, BTH, systemic acquired resistance, citrus variegated chlorosis.

Introducao

A clorose variegada dos citros (CVC) é uma doenca
que afeta todas as variedades de laranjas doces
(Citrus sinensis L.), é causada pela bactéria Xylella
fastidiosa subsp. pauca e se restringe aos vasos do
xilema (Hartung et al., 1994; Schaad et al., 2004).
Essa bactéria é transmitida por insetos vetores
(Homoptera: Cicadellidae, Cicadellinae) (Brlansky
et al., 2002) e via sementes (Li et al., 2003).

No Brasil, a CVC ¢ responsdvel por perdas de
R$ 20 milhdes por ano na induitria citricula (Della Coletta

et al., 2001). Apesar de X. fastidiosa ter sido a primeira
bactéria fitopatogénica a ter o seu genoma
completamente seqiienciado (Simpson et al., 2000), ainda
ndo existe um método eficiente para o controle da CVC,
que continua a aumentar em severidade nos pomares
(Fundecitrus, 2005).

Uma abordagem interessante no controle de doencgas
vegetais € a ativagao de mecanismos de defesa inerentes
a planta, por meio da aplicag@o de produtos biéticos ou
abidticos ndo toxicos, que atuam como indutores de
mecanismos de resisténcia em plantas. Esses mecanismos
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estdo associados a expressdo coordenada de um conjunto
de genes de defesa, fendmeno este conhecido por
resisténcia sist€mica adquirida (“system acquired
resistance” — SAR) (Kuc, 1995; Sticher et al., 1997).
Entre os indutores de resisténcia abidticos, tem sido
demonstrado que o composto quimico sintético
benzotiadiazole (BTH) atua como agente ativador dos
mecanismos de defesa em plantas e as protege,
sistemicamente, contra uma larga gama de doencas
causadas por fungos e bactérias, sem demonstrar efeitos
téxicos diretos e significativos contra a planta (Ruess
et al., 1995; Silva et al., 2000; Iriti & Faoro, 2003; Edreva,
2004). Segundo Yamagushi (1998), o BTH nao possui
acdo direta sobre o patdgeno e atua, supostamente, com
papel semelhante ao dcido salicilico na via de transdug@o
de sinais que levam a SAR.

Recentemente, foi sugerida a utilizacao de silicio (Si)
na reducdo da incidéncia e desenvolvimento de doencas
em mono e dicotiledoneas (Epstein, 1999; Lima Filho
et al.,, 1999; Pozza et al., 2004; Fauteux et al., 2005;
Moraes et al., 2006). A silicificacdo das células
epidérmicas, observada em plantas tratadas com
metassilicato, via foliar ou pela incorporacdo ao solo,
constitui uma barreira fisica a penetracdo de patégenos
e tem sido apontada como um dos possiveis mecanismos
de acdo do Si na protecdo de plantas contra doencas
(Fauteux et al., 2005). O Si parece, ainda, ativar nas
plantas mecanismos de defesa em resposta ao ataque
de patégenos, como o aumento na sintese de compostos
fendlicos e das enzimas peroxidase, polifenoloxidase,
quitinase e beta-glicosidase (Lima Filho et al., 1999).

Foi demonstrado que plantas de Nicotiana tabacum
apresentam sintomas foliares de X. fastidiosa,
significativamente mais rdpidos que citros, em condicdes
de casa de vegetacdo, o que a torna uma excelente
planta modelo para o estudo dessa bacteriose (Lopes
et al., 2000). Foi demonstrada, também, a acdo do BTH
como indutor da SAR nessa planta, quando inoculado
artificialmente o virus do mosaico TMV (Friedrich et al.,
1996).

O objetivo deste trabalho foi verificar a acio do BTH
e do silicio, como indutores de resisténcia sist€émica em
N. tabacum contra X. fastidiosa subsp. pauca.

Material e Métodos

Sementes de N. tabacum var. Clevelandii (Lopes
et al., 2000) foram semeadas em substrato comercial
Plantmax. Apds periodo de aproximadamente 30 dias,
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as mudas foram transplantadas para sacos de pléstico
de 1,5 L, que continham o mesmo substrato, e mantidas
em condi¢des de casa de vegetacdo.

Solucdes aquosas de BTH, nas concentragdes 0,6 mM
e 1,2 mM, foram preparadas a partir de produto
comercial, que continha 50% de principio ativo na forma
de p6 molhdvel. As solu¢cdes de BTH, preparadas em
dgua destilada esterilizada, foram submetidas a agitacao
durante 10 min, antes de serem utilizadas para aspersao
foliar, uma semana antes da inoculacio de X. fastidiosa.
Todas as folhas das plantas foram aspergidas, e cada
planta recebeu 15 mL da solu¢do de BTH.

Ao substrato vegetal Plantmax, com plantas de
30 dias, foi incorporado metassilicato de sédio (fonte de
Si), em forma de p6 diluido em dgua destilada esterilizada,
aos 45 e aos 20 dias antes da inoculacdo da bactéria,
tendo-se utilizado concentragdes de 2 e 4 uM de Si. Para
cada planta, foram adicionados ao substrato 200 mL da
solucdo de metassilicato.

Quando as plantas atingiram 75 dias, foram submetidas
a inoculacdo do patégeno. Foi utilizada, para esse
procedimento, a linhagem 9a5c de X. fastidiosa (Simpson
et al., 2000), originalmente isolada a partir de plantas de
laranja 'Valéncia' (Citrus sinensis), no meio de cultura PW
(Davis et al., 1981). As bactérias foram inoculadas nas
plantas de N. tabacum com a injecao de 30 UL de suspensao
na concentragdo 4,97x10” UFC mL! diretamente no caule
(2 a 3 cm acima do nivel de substrato), com auxilio de
agulha entomoldgica, por meio de pequenas perfuracdes
para permitir a absorcdo da suspensdo pelos vasos
xilemdticos (Almeida et al., 2001). As plantas de
N. tabacum foram mantidas em casa de vegetacdo a 28°C,
até a avaliacdo dos sintomas da doenca.

Como controle positivo, foram utilizadas plantas ndo
submetidas ao tratamento com BTH e metassilicato de
sédio, mas submetidas a inoculacido de X. fastidiosa.
O controle negativo constituiu-se de plantas nio tratadas
com os indutores citados e sem a inoculacdo do patégeno.

Para avaliacdo da presenca de X. fastidiosa, foram
removidas as folhas, com a nervura central e sem o
peciolo, de todas as plantas de tabaco, e o DNA foi
extraido conforme Doyle & Doyle (1990). Em seguida,
foi realizada a PCR em 3 plantas de cada tratamento,
tendo-se utilizado os primers especificos para
X. fastidiosa subsp. pauca, CVC-1 e 272-2int (Pooler
& Hartung, 1995). Para as reacdes de PCR, foram
utilizados: um volume final de 35 pL, com 70 ng de DNA
molde; 0,4 pmol de cada primer; 200 mM de dNTP;
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3 mM de MgCl,; 1 U de Tag DNA Polimerase; 1X
tampao buffer. Em todos os experimentos, foi realizada
a reacdo de controle negativo, em que o DNA foi
excluido; e um controle positivo com DNA extraidos
das bactérias (linhagem 9a5c). Foi utilizado o
termociclador programado, para gerar uma desnaturacao
inicial de 94°C por 4 min, seguida de: 30 ciclos de 94°C
por 1 min; 62°C por 1 min; 72°C por 1 min; € uma
extensdo final de 72°C por 10 min. Foram utilizados 3 pL.
da reacdo, para a observacdo dos fragmentos
amplificados em gel de agarose 1% com brometo de
etideo (0,4 pg mL1), visualizados sob luz ultravioleta e
documentados. O padrdo molecular utilizado foi 1 kb
Plus DNA Ladder.

Para a deteccdo de X. fastidiosa, foram utilizadas
trés plantas, de cada tratamento, para a andlise de
microscopia eletronica de varredura (MEV) dos vasos
de xilema de N. tabacum. O material vegetal foi
preparado de acordo com Rodriguez & Wetzstein (1998).
As amostras foram coletadas e fixadas com cacodilato
de s6dio 2 M e solucgdo de glutaraldeido 2,5%, durante
toda a noite e, em seguida, foi lavado trés vezes com
solucgdo de cacodilato 0,05 M por 10 min e desidratado,
em série crescente de acetona (30, 45, 60, 75, 85, 90,
100%), por 10 min a cada concentracdo. O material foi
secado até o ponto critico, coberto com ouro e observado
em MEV a 10 kV.

O experimento foi realizado em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com seis

tratamentos (duas concentracdes de BTH, duas
concentracdes de Si e dois controles) e cinco
repeticdes. A intensidade dos sintomas foi
quantificada por avaliacdes de severidade.
A severidade foi analisada pela porcentagem de
lesdes em cada planta. A porcentagem de lesdes
recebeu um escore de 0 a 4, em que: zero
(0) representa 0% de folhas lesionadas por planta;
1 representa de 1 a 25%; 2 representa de 26 a 50%;
3 representa de 51 a 75%; e 4 representa de 76 a 100%.

Para as andlises estatisticas, foram realizadas andlises
de variancia paramétrica para todos os dados obtidos.
As médias de incidéncia e de escores de severidade
foram transformados em (y + 3/8)%5 (Binomio de
Poisson), para obtencdo da normalidade dos dados.
Os dados foram analisados por meio de regressao linear
com o programa Statistical Analysis System (SAS
Institute, 1987).

Resultados e Discussao

O BTH néo conferiu protecdo as plantas, em relacdo
aX. fastidiosa inoculada artificialmente. A porcentagem
de folhas lesionadas, observadas nas plantas tratadas
comBTHa0,6 e 1,2 mM, indicam que houve a evolugcao
da doenca, pois foi possivel observar os sintomas
caracteristicos de X. fastidiosa entre 60 e 65 dias apds
a inoculagdo (Figura 1) (Lopes et al., 2000). Por meio
da técnica de PCR (Figura 2) e MEV (Figura 3), foi

Figura 1. Folhas de Nicotiana tabacum, ap6s 60 dias do tratamento com BTH e Si,
submetidas a inoculacdo de Xylella fastidiosa subsp. pauca. A: controle negativo;
B: controle positivo; C: BTHa 1,2 mM; D: Sia4 uM. A — sem sintomas; B e C —demonstram
sintomas; D — apresenta redu¢do de sintoma, com pequena clorose.
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possivel confirmar, em todas as plantas analisadas, que
as lesdes e sintomas observados foram conseqiiéncia
da presenca de X. fastidiosa nos vasos de xilema.

A utilizagdo de BTH na concentracio 1,2 mM, em
plantas de N. tabacum, propicia protecdo contra os

seguintes microrganismos: o virus mosaico-do-tabaco
(TMV); os fungos Cercospora nicotianae, Peronospora
tabacina, Phytophthora parasitica; e a bactéria
Pseudomonas syringae (Friedrich et al., 1996). Foi
demonstrado que o BTH induz, em N. tabacum, a

BTH Si

A
r N7 —
c+ 0,6mM 12mM 2uUM  4uM

M

i l.

Figura 2. Produtos da amplificacdo de fragmentos de DNA de Xylella fastidiosa subsp.
pauca. 1 e 2: controle negativo; 3 e 4: controle positivo; 5 e 6: plantas de Nicotiana
tabacum tratadas com BTH a 0,6 mM; 7 e 8: plantas de N. tabacum tratadas com BTH
a 1,2 mM; 9 e 10: plantas de N. abacum tratadas com Si a 2 uM; 11 e 12: plantas de
N. tabacum tratadas com Si a4 uM.

-

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura (MEV), de um corte transversal dos
vasos xilemadticos de plantas sintomdticas de Nicotiana tabacum, submetidas a
inoculacdo de Xylella fastidiosa subsp. pauca e tratadas com benzotiadiazole.
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expressdo de genes relacionados a SAR, bem como
alteracdes bioquimicas que caracterizam a SAR, ativadas
por agentes bidticos como o actimulo de mRNAs de
proteinas relacionadas a patogénese, como PR-1a,
quitinases e beta-1,3-glucanases (Friedrich et al., 1996),
ou alteragdes estruturais, como o depdsito de calose nas
paredes celulares, nos sitios de penetracdo do patégeno
(Benhamou & Bélanger, 1998). Entretanto, no presente
trabalho, ndo foi observada protecdo em plantas de
N. tabacum, indicio de que os mecanismos de
resisténcia, ativados pelo BTH nessa planta, ndo sdo
efetivos em impedir a expressdo de sintomas causados
por X. fastidiosa.

Os resultados das andlises das plantas de
N. tabacum tratadas com metassilicato de sédio
indicaram que houve protecdo em relacdo a
bacteriose, quando comparadas com o controle positivo
(Figura 1), apesar de a X. fastidiosa ter sido detectada,
também, nas plantas de N. tabacum tratadas com Si
(Figura 2). Aratjo et al. (2002) também detectaram,
por meio de PCR, X. fastidiosa em plantas
consideradas assintomdticas de Citrus sinensis.

A porcentagem de folhas lesionadas, em plantas
tratadas com Si na concentracdo de 2 UM, foi menor do
que nas plantas do controle positivo, enquanto na
concentracdo de 4 UM de Si as plantas apresentaram
porcentagem de folhas lesionadas ainda menor.

As andlises estatisticas de regressao demonstraram que
houve diferenca significativa entre as concentracdes e a
reducdo das lesdes, somente quando a fonte utilizada foi o
metassilicato de sédio (CV% 27 e 12 0,96). As plantas de
N. tabacum responderam positivamente as concentracoes
de Si aplicadas e tiveram diminuido o escore de severidade
arazdo de -0,0247, para cada acréscimo na concentragcao
da solucdo de Si adicionada ao substrato. Entretanto, em
relacdo as concentracdes de BTH, as andlises estatisticas
de regressdo mostraram que ndo houve diferenca
significativa entre as plantas tratadas com este composto,
em relacdo as plantas controle.

O Si é mais facilmente absorvido pelas plantas nas
formas soldveis e € translocado via xilema para outras
partes da planta. Em plantas de cafeeiro, as concentracdes
menores de Si apresentam distribui¢do uniforme, com
translocacdo para a folha; no entanto, com o aumento
da concentracdo, ocorre acimulo deste elemento no
caule (Santos, 2002). A acdo protetora do Si contra
X. fastidiosa pode, portanto, ndo estar envolvida com
os sinais das plantas, mas sim com uma barreira fisica
ocasionada pelo Si.
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O Si apresenta alto potencial de uso na agricultura,
promove melhorias no metabolismo das plantas (Lima
Filho et al., 1999), melhora as respostas ao estresse
abidtico, e aumenta, significativamente, o crescimento
de algumas plantas (Epstein, 1994; Marschner, 1995).
A agdo do Si, como indutor de resisténcia em N. tabacum
contra X. fastidiosa, ¢ uma importante constatacio, pois
a conducdo de experimentos futuros, para o estudo dos
possiveis mecanismos de acdo do Si ou as possiveis
alteracdes estruturais induzidas por esse elemento,
poderd fornecer subsidios para o controle da CVC.

Conclusoes

1. O tratamento de plantas de Nicotiana tabacum
com BTH nao € eficiente na inducgdo de resisténcia contra
Xylella fastidiosa.

2. O fornecimento de silicio para plantas é promissor
para a induc@o de resisténcia contra X. fastidiosa.
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