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DETERMINACAO DA TOLERANCIA DA CULTIVAR NAVELINA ISA 315 A
CLOROSE VARIEGADA DOS CITROS.

RESUMO - A clorose variegada dos citros causada pela bactéria Xylella
fastidosa € uma das doencas bacterianas de maior importancia para a citricultura
brasileira. Artificialmente o agente causal da CVC pode ser transmitido por enxertia de
borbulhas contaminadas, encostia de mudas infectadas e pela prépria solucéo
bacteriana através de perfuracdes do ramo. J& a transmissao natural ocorre por
enxertia de raizes entre plantas contaminadas e por cigarrinhas das familias
Cicadellidae e Cercopidae, hoje a forma mais frequente de disseminacdo da X.
fastidiosa . Seu manejo esta baseado em trés medidas: uso de mudas sadias, poda e
eliminagcdo de plantas sintoméaticas, e controle quimico do vetor, que muitas vezes
podem né&o ser eficientes. Nao ha descrito na literatura informacdes suficientes sobre
cultivares de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck.) tolerantes ou promissoras que
possam ser utilizadas em estudos relacionados a resisténcia varietal, porém, estudos
prévios tem apontado certa tolerancia da cultivar Navelina ISA 315 a CVC. Com bases
nestas informacdes buscou-se neste estudo quantificar o nivel de tolerancia da
Navelina ISA 315 a CVC através da observacao visual de sintomas tipicos em nivel de
campo e casa de vegetacdo, presenca e quantificacdo da X. fastidiosa via PCR e PCR
guantitativo em tempo real (RT-gPCR). Os resultados obtidos confirmaram as
informacdes preliminares de que a cultivar Navelina ISA 315 apresenta tolerancia a
CVC, seja pela quase auséncia de sintomas e pela baixa populacdo do patdgeno
observado nesta cultivar. Portanto, até o momento, a cultivar Navelina ISA 315 parece
ser uma cultivar de laranja doce com tolerancia satisfatoria a clorose variegada dos

citros.

Palavras chaves: Citrus sinensis, sintomas, suscetibilidade, Xylella fastidiosa



TOLERANCE DETERMINATION OF NAVELINA ISA 315 CULTIVAR TO CITRUS
VARIEGATED CHLOROSIS.

SUMMARY - Citrus variegated chlorosis (CVC) caused by the bacterium Xylella
fastidiosa, is a bacterial disease of great importance to the Brazilian citrus industry.
Causal agents for CVC can be artificially transmitted through contaminated bud grafting,
approach grafting with infected nursery trees, and by injecting a bacterial solution into
perforations on the branch. Natural transmission of the disease occurs with grafts from
roots between infected plants and by leafhoppers of the families, Cicadellidae and
Cercopidae, today the most common form of X. fastidiosa dissemination. CVC
management is based on three measures: the use of healthy nursery trees, pruning and
removing symptomatic plants, and chemical control of the vector, which can often be
inefficient. There is little information about tolerant, or likewise promising, varieties of
sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck) that could be used in studies related to host
resistance. However, previous studies have indicated some tolerance to CVC in the
Navelina ISA 315 cultivar. Based on such information, this study has sought to quantify
the tolerance level that Navelina ISA 315 has to CVC through visual observation of
typical symptoms in the field, in conjunction with the presence and quantification of X.
fastidiosa by PCR and quantitative real time PCR (RT-gPCR). The results confirmed
preliminary information that Navelina ISA 315 is tolerant to CVC, based on its near

absence of symptoms and the low population of pathogen observed in this cultivar.
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1. INTRODUCAO

As plantas citricas em geral sao originarias do sudeste do continente asiético,
sendo que as laranjas doces possivelmente tenham surgido de um hibrido entre toranja
e tangerina (DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).

Atualmente, as frutas citricas sdo as mais produzidas em todo o mundo com
mais de 122 milhdes de toneladas anuais, sendo o Brasil responséavel por cerca de 17%
dessa producao. Das frutas citricas no Brasil, as laranjas doces ocupam 88,5% de toda
a producdo no pais (FAO, 2010). Porém essa producdo vem sendo altamente
prejudicada por problemas fitossanitarios, que ocasiona perdas consideraveis para toda
a cadeia citricola.

Dentre esses problemas a clorose variegada dos citros (CVC), € umas das
doencas bacterianas de maior importancia para a citricultura brasileira, causada pela
bactéria Xylella fastidiosa subesp. pauca (WELLS et al., 1987; SCHAAD et al., 2004) e
transmitida preferencialmente por cigarrinhas das familias Cicadellidae e Cercopidae
(YAMAMOTO et al., 2002a). Foi descrita pela primeira vez em 1987 nas regides Norte
e Noroeste do Estado de S&o Paulo (ROSSETI; DE NEGRI, 1990), que atualmente
vem sendo responsavel por prejuizos de mais de 120 milhdes de doélares anuais
(BOVE; AYRES, 2007).

Apesar dos métodos de manejo recomendados até o momento, como 0 uso de
mudas sadias, poda, eliminacdo de plantas sintomaticas e controle quimico do vetor
(FUNDECITRUS, 2009) ndo sdo suficientes para conter o avanco da doenca, a
resisténcia ou tolerancia varietal ainda € pouco utilizada. Apesar da pouca informacéo a
respeito de cultivares resistentes ou com niveis satisfatérios de tolerancia a CVC,
algumas cultivares como a Navelina ISA 315, Navelina SRA 332 e Newhall Navel SRA
343 mostraram-se hospedeiras assintomaticas de X. fastidiosa (SOUZA et al., 2006).
STUCHI et al. (2007), em continuidade ao estudo anterior, relataram que apenas a

Navelina ISA 315 permaneceu assintomatica.



Através dessas constatagfes, buscou-se nesse estudo quantificar a tolerancia da
cultivar Navelina ISA 315, através de avaliacdes visuais da presenca de sintomas de
CVC em plantas de campo e em casa de vegetacdo, bem como a presenca e
qguantificacdo da bactéria X. fastidiosa.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Adoenca e agente causal

A clorose variegada dos citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa foi
observada pela primeira vez em 1987 no triangulo mineiro, Estado de Minas Gerais, e
nas regides Norte e Noroeste do Estado de S&o Paulo, onde um levantamento na
época mostrou que cerca de quarenta e sete cidades do estado tinha a ocorréncia da
CVC (ROSSETI; DE NEGRI, 1990). Sua presenga também foi confirmada nos estados
de Rio Grande do Sul, Parana, Distrito Federal, Goias, Rio de Janeiro (TUBELIS;
BARROS; CAMPOS LEITE, 1993), Sergipe (LARANJEIRA et al., 1996), Santa Catarina
(LEITE JUNIOR; HUANG; BUENO, 1997) e Bahia (SANTOS FILHO et al., 1999).

No ano de 2005 cerca de 43% das laranjeiras doces se encontravam afetadas
pela CVC em todas as regides citricolas do Brasil, ocasionando um prejuizo de mais de
120 milhdes de dolares anuais. Foi também relatada na Argentina, onde € denominada
‘Pecosita’, no Uruguai e mais recentemente na Costa Rica (BOVE; AYRES, 2007).

A principio, considerou-se trés hipoteses para o agente causal da doenca;
desequilibrios nutricionais, virus ou viroides, micoplasmas e a ocorréncia de bactéria
semelhante as do género Xylella associada a doenca (LEE et al., 1993; ROSSETI; DE
NEGRI, 1990). CHANG et al. (1993) relataram a conclusdo dos postulados de Koch,
confirmando a bactéria Xylella fastidiosa como agente causal da doenca, que mais
tarde foi confirmado por LEE et al. (1993). Além da CVC, X. fastidiosa causa doencas
em outras culturas de importancia econémica como videira, ameixeira, pessegueiro,
pereira (CARLOS; RODRIGUES NETO; BERETTA, 1997) e também em cafeeiro
(PARADELLA FILHO et al., 1995).



A bactéria X. fastidiosa € uma bactéria gram negativa, aerdbica, restrita ao
xilema de plantas(LARANJEIRA et al., 2005), podendo ser observada em espacos
intercelulares do xilema tendendo a se acumular em partes especificas, variando em
funcdo do hospedeiro e do tipo de sintoma expresso (PURCELL; HOPKINS, 1996).
SCHAAD et al. (2004) prop6s a classificagdo da bactéria dividida em trés subespécies:

piercei, multiplex e pauca, sendo X. fastidiosa subsp. pauca a responsavel pela CVC.

2.2. Sintomas e patogenicidade

Os sintomas da CVC séao descritos como: clorose nas folhas da parte mediana e
superior da planta, se estendendo por toda a planta, folnas com sintomas de
deficiéncias nutricionais (zinco e boro) e caréncia de potassio (frutos pequenos),
manchas clordticas na face ventral da folha que, em folhas mais velhas, correspondem
a circulos de goma em tom palha na face dorsal, além de frutos com tendéncia em
frutificacdo em pencas, pequenos, enrijecidos e improprios para o comercio, (ROSSETI;
DE NEGRI, 1990).

Plantas em estadio avancado da doenca apresentam debilidade geral com
caracteristica coloracdo amarelada, associada a enfezamento, desfolha, morte de
ramos (LARANJEIRA et al., 2005), com evidente reducdo na taxa de transpiracdo e
fotossintese nas folhas decorrente de alteragfes fisiologicas (MACHADO et al., 1994).
Um estudo feito por PALAZZO & CARVALHO, (1992) relata que os sintomas da doenca
em folhas tendem a aumentar nos meses da primavera atingindo o ponto maximo no
més de marco e posterior diminuicdo gradual, tendo os indices menores em junho e
julho.

De acordo com LARANJEIRA et al. (1998), em talhdes as plantas infectadas
inicialmente aparecem de forma isolada, com o aumento do nimero dessas plantas
ocorre a formacéo de pequenas reboleiras, que a medida que aumentam tendem a se

coalescer formando reboleiras de propor¢cdes maiores.



De forma geral o principal fator para disseminacdo da doenga sao talhGes
vizinhos e mudas contaminadas, ndo havendo influéncia significativa de vento, plantas
daninhas ou tratos culturais (LARANJEIRA et al., 1998). LARANJEIRA et al. (2004)
relata que de forma geral ndo ha diferencas no arranjo espacial de plantas afetadas por
CVC em trés pomares estudados nas regidoes Noroeste, Central e Sul do estado de S&o
Paulo, sendo o patossistema semelhante nestas trés regides independente da
populacéo de vetores

Segundo MACHADO et al. (2006), plantas de laranjeiras ‘Natal’ (Citrus sinensis
L. Osbeck.) com CVC apresentaram queda na assimilacdo de CO,, condutancia
estomatica e transpiracdo, bem como do fluxo de seiva, 0os sintomas descritos estao
diretamente relacionados com estresse hidrico, que € o mecanismo de patogenicidade
mais aceito, resultante da obstru¢cdo do xilema por agregados bacterianos, gomas e
tiloses, segundo discutido por PURCELL & HOPKINS (1996). De acordo com
MACHADO et al. (2007), o uso de irrigacao pode atenuar o efeito do estresse hidrico,
porém nao impede o desenvolvimento da doenca.

Em laranjeiras doces, no inicio da infeccdo € possivel encontrar células de X.
fastidiosa aderidas a parede do xilema, seguido pelo aumento no nimero das mesmas
e obstrucdo do xilema, podendo ser observado também a presenca de estruturas
cristalizadas derivadas de calcio em forma de agulhas que contribuem para a obstrucéo
do vaso (ALVES et al., 2009).

A formacéao de biofilme em X. fastidiosa é definida por agregados de populacdes
matrizes que se aderem uma a outra e no caso na superficie do xilema (COSTERTON
et al., 1995), as células que compde o biofiime apresentam maior resisténcia, a
biocidas, antibidticos, resposta de defesa do hospedeiro (SOUZA et al., 2004), nestas
células é possivel identificar genes de patogenicidade ligados a adesao, importante na
fase de formacdo do biofilme e outros de adaptacdo, que sdo responsaveis pela
manutencdo da bactéria na planta de acordo com o ambiente (SOUZA et al., 2005).

A composicao quimica do xilema pode influenciar diretamente a formacdo de
biofiime, esse fato explicaria a maior incidéncia da Doenca de Pierce em videiras

préximas a pomares de citros na Califérnia, onde as plantas citricas ndo manifestam



sintomas, porém sao hospedeiras da estirpe de X. fastidiosa causadora da Doencga de
Pierce em videira (Bl et al., 2007). Segundo o autor, a diferen¢ca na composi¢cdo quimica
do xilema pode estar relacionada com a maior tolerancia das plantas de citros a essa
estirpe.

A estirpe da atrofia dos ramos do cafeeiro (ARC), n&o colonizou plantas de citros
em um estudo realizado por PRADO et al. (2008), j& a estirpe responséavel pela CVC,
apresentou menor desenvolvimento em plantas de café. Os resultados deste estudo
sugerem que plantas de café ndo sdo fontes de inéculo eficientes para citros. De
acordo com COLETTA FILHO & MACHADO (2002, 2003), embora exista uma
significativa diversidade genética entre estirpes de X. fastidiosa, ndo houve qualquer
influencia significativa do hospedeiro (variedades de laranja doce) influenciando esta
diversidade, ou seja todas as variedades estariam sujeitas as inoculacdes (ou infecéao
ou colonizagdo pelas diferentes estirpes. De acordo com esses autores houveram
variabilidades significativas entre regides de cultivo do hospedeiro, dentro das plantas,
podendo ser esta ultima resultante de inocula¢cdes naturais multiplas pela acdo de

vetores de diferentes fontes de inoculo.

2.3. Transmissao

A CVC pode ser transmitida por enxertia de borbulhas contaminadas, por
encostia de mudas infectadas (NUNES et al., 2004), enxertia de raizes entre plantas
contaminadas (HE et al., 2000), em condi¢cbes de laboratério utilizando inoculacdo via
suspensao bacteriana (LOPES et al., 2005) e por cigarrinhas das familias Cicadellidae
e Cercopidae (YAMAMOTO et al., 2002a) cuja forma de multiplicacdo no vetor € do tipo
persistente e nao circulativa.

Em citros existem diversas espécies transmissoras de X. fastidiosa, doze no
total: Oncometopia facialis, Dilobopterus costalimai, Acrogonia citrina Bucephalogonia
xanthophis, Plesiomata corniculata, Macugonalia leucomelas, Parathona gratiosa,

Ferrariana trivittata, Homalodisca ignorata, Sonesimia grossa, Acrogonia virescens e



Fingeriana dubia (FUNDECITRUS, 2009; YAMAMOTO, 2007), porém a eficiéncia na
transmissao pode variar entre essas espécies, nao ultrapassando a 20%, sendo que
Macugonalia leucomelas é a mais eficiente (17,3%) (FUNDECITRUS, 2009), este indice
pode variar entre espécies em funcdo de mecanismos fisiolégicos e comportamentais
(LOPES, 1996).

Um estudo realizado por MIRANDA et al. (2008) mostra que B. xanthophis tem
preferéncia em alimentar-se em ramos jovens de mudas citricas, sendo ambos 0s
sexos ativamente semelhantes em relacédo a alimentacdo, que é maior durante o dia.
De acordo com LOPES (1996), cigarrinhas das familias Cicadellidae podem adquirir a
bactéria em torno de 1 hora de alimentacdo sendo imediatamente eficientes na
transmissao para plantas sadias, porém essa eficiéncia pode ser melhor em periodos
mais longos de aquisicéo.

E dificil estabelecer um periodo latente entre a aquisicdo e a inoculagdo da
bactéria, os adultos podem ser eficientes na transmissao por mais de 60 dias, ou em
alguns casos até o final de sua vida porque além dos vasos do xilema a bactéria
consegue sobreviver no aparelho bucal das cigarrinhas, porém as ninfas que também
podem transmitir a bactéria perdem a eficiéncia apos a ecdise, ndo sendo observada a
transmissao transovariana (GRAVENA et al., 1997; LOPES, 1996).

2.4. Manejo

O manejo da CVC estad baseado em trés medidas de extrema importancia a

serem tomadas em conjunto.

2.4.1. Utilizacdo de mudas sadias

A muda citrica infectada € o0 meio mais rapido e eficiente na disseminacdo da
CVC, portanto é de extrema importancia a aquisicdo de mudas provenientes de viveiros
em ambiente protegido no estado de S&o Paulo (FUNDECITRUS 2009),



regulamentados pelas portarias CDA 5 em 03/02/2005 e CDA 23 em 14/06/2005
(COORDENADORIA DE DEFESA AGROPECUARIA DO ESTADO DE SAO PAULO,
2011) e pela Lei federal 10.171 em 05/08/2003 (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011).

Vale ressaltar que o advento da CVC teve grande importancia na revisao das
normas para a producdo de mudas de citros certificadas em 1998, como principais
mudancas: a indexac¢do para CVC e declinio dos citros bem como a obrigatoriedade da
manutencdo das matrizes sob telado e a introdugcdo do registro da borbulheira
(CARVALHO; GRAF; VIOLANTE, 2005).

2.4.2. Poda e eliminagéo de plantas sintomaticas

Existem diversas recomendacdes em relacdo a poda, no geral o que se observa
€ que parece ser mais apropriada em pomares com baixa incidéncia da doenca, como
pratica de eliminar tecidos contaminados reduzindo o seu progresso (CARLOS et al.,
1997).

A poda deve ser realizada a no minimo 70 cm abaixo da ultima folha sintomatica,
porém somente em plantas acima de quatro anos, para plantas com idade inferior,
recomenda-se a erradicacdo (FUNDECITRUS, 2009).

Segundo COLETTA FILHO et al. (2000), foi confirmada a presenca de X.
fastidiosa mesmo no tronco de plantas de até seis anos de idade com grau de sintoma
Il (dois ramos apresentando sintomas leves em diversas folhas). E ainda segundo os
autores houve incidéncia de folhas positivas assintomaticas para X. fastidiosa, isso
mostra que o0 uso da poda apresenta maior sucesso quando realizada em plantas com

poucos sintomas da doenca.

2.4.3. Controle quimico



O manejo da CVC utlizando produtos quimicos se refere quase que
exclusivamente ao uso de inseticidas visando o controle das cigarrinhas vetoras. Os
inseticidas aplicados via pulverizagdo apresentam melhor efeito inicial de controle
guando comparados aos aplicados via solo e via tronco, porém com menor efeito
residual e seletividade ecolégica (YAMAMOTO et al., 2002b).

Inseticidas sistémicos, principalmente aqueles aplicados via tronco podem
apresentar porcentagem de eficiéncia superior a 80% mesmo apdés 100 dias da
aplicacdo, sendo o desempenho desses inseticidas melhor quando utilizados em época
de umidade no solo e preferencialmente em plantas jovens (YAMAMOTO; ROBERTO;
PRIA JUNIOR, 2000). A aplicagcéo de alguns produtos em plantas ainda em viveiros via
“‘drench” também é uma boa opcéo, pois possibilita um razoavel periodo de protecdo
pos plantio (COELHO et al., 2005).

2.5. Suscetibilidade de Citros a X. fastidiosa

Em relacdo a suscetibilidade, com maior ou menor grau, todas as variedades de
laranja doce testadas até 0 momento mostraram-se suscetiveis a CVC. Por outro lado,
plantas de outros géneros relacionados a Citrus como Fortunella e Poncirus nao
apresentam sintomas e nem foi constatada a presenca da bactéria em condicbes
naturais (LARANJEIRA et al., 2005).

LI et al. (2000) relataram que as tangerinas ‘Cravo’ e ‘Oneco’ ndo apresentaram
sintomas de CVC, porém foram positivas para a presenca de X. fastidiosa em teste
Elisa e de PCR. Ja as cultivares: ‘Dancy’, ‘Okitsu’ e ‘Ponkan’ permaneceram
assintomaticas e foram negativas para a presenca da bactéria.

A maiora das cultivares de outras espécies que nao seja Citrus sinensis, como as
cultivares de tangerinas: Ponkan, Cravo, Mexerica do Rio, Africa do Sul, Batangas,
Clementina Cacula, Creola, Ellendale, Empress, Kara, Ladu x Szinkon, Oneco,
Satsuma, Shekawasha Tizon, Solid Scarlet, Sul da Africa, Surino, Szibar, Szinkon x

Batangas, Szuwinkon e Warnuco; Tangores: Murcott e Fallglo; Tangelos: Fairchild,



Fremont, Robinson, Sampson, Sunburst, Osceola e 2560; Limas doces e &cidas:
Dourada e Tahiti; Limdes: Eureka Km 47, Feminelo de Siracusa, Lisboa tetrapléide e
Monachelo; Pomelos e Toranjas: Marsh Seedless, Star Ruby e Vermelha, né&o
apresentam sintomas e nem foi constatada a presenca da bactéria em condi¢des
naturais de transmissdo (LARANJEIRA et al., 2005; LARANJEIRA; POMPEU JUNIOR,
2002; LARANJEIRA et al., 1998).

Entre as cultivares de laranja doce foram relatadas diferencas em relacdo ao
grau de expressdo de sintomas, sendo as cultivares Valéncia, Pera, Bardo as mais
suscetiveis (MACHADO et al., 1992), ja Rubi, Westin e Ovale apresentam menos
sintomas foliares (LARANJEIRA et al., 2005), podendo haver diferengcas na expressao
de sintomas dentre clones de laranjeira Natal (LI et al., 1998).

Um trabalho envolvendo 15 cultivares de laranja doce em relacdo a CVC,
relacionando as variaveis citadas acima prop6s a seguinte classificacdo de cultivares:
altamente suscetiveis: Bardo, Pera, Lima, Rubi, Canederas 17 e 51, Berna e Valéncia;
suscetiveis: Gardner, Pineapple, Sunstar, Folha Murcha e Baianinha; moderadamente
suscetiveis: Lue Gim Gong e Westin (LARANJEIRA; POMPEU JUNIOR, 2002).

SOUZA; DONADIO & GONZALES JAIMEZ (2000) em um estudo envolvendo 34
cultivares de laranja doce, verificaram que de trés avaliagcbes as cultivares Macga,
Belladona, Prata de Ponte, Biondo di Caccia, Berna IVIA, Castellana IVIA e Torregrossa
IVIA, apresentaram sintomas apenas em uma delas, e que foram negativas para a
presenca da bactéria em testes de PCR e ELISA.

De todas as cultivares de laranja doce presentes no banco ativo de germoplasma
do Centro APTA Citros Sylvio Moreira, 20 permaneceram assintomaticas para CVC
durante quatro anos de avaliacfes, apds receberem inoculagcBes artificiais e em
condicBes naturais de infeccdo (YAMAMOTO et al., 2004).

NUNES et al. (2006) mostraram que a laranjeira doce ‘Folha Murcha’ apresentou
resultado positivo para PCR mas ndo expressou sintomas na mesma velocidade que o
padrao ‘Pera’. FRANCO et al. (2008) também relataram um menor indice de sintomas
foliares naquela cultivar quando comparada a outras cinco. Uma possivel explicacéo

para estas observacfes, segundo o0s autores, seria 0 maior tempo requerido pela
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bactéria para colonizar os vasos de xilema da Folha Murcha. De acordo com PAVAN et
al. (2007), um hibrido somatico de laranjeira Hamlin + tangerineira ‘Montenegrina’
apresentou menor taxa de infeccado em relacao a cultivar Hamlin.

SILVA et al. (2004) relatam que cultivares como Clementina de Nules VCR,
Clementina Caffin SRA e o Tangelo Mapo SRA 450, nao apresentaram sintomas visuais
e foram negativas em testes moleculares em relacdo a presenca de X. fastidiosa, dentre
outros cultivares positivos porém assintomaticos.

Em relacdo a influéncia de porta enxerto a suscetibilidade da copa a CVC, h&a
certa controvérsia entre trabalhos disponiveis. STUCHI et al. (2004) afirmam que
plantas de laranjeira Pera enxertadas em um Citrangor [citrange (Poncirus trifoliata Raf.
x C. sinensis) x C. sinensis], e ‘Sunki’ apresentaram as menores incidéncias de
sintomas de CVC dentre 16 porta enxertos, um Citrandarim [C.sunki hort. Ex Tanaka) x
Poncirus trifoliata (L.) Raf. cv. English] também se destacou por n&o apresentar em
duas avaliacdes plantas com grau maximo de severidade da doenca.

A laranjeira Valéncia apresentou menor incidéncia de CVC quando enxertada em
tangerineira Cleopatra, citrumeleiro Swingle e laranjeira Valéncia Americana
comparados com outros quatro porta enxertos (STUCHI; DONADIO; SEMPIONATO,
2002).

Ja para LARANJEIRA et al. (2001), ndo houve influéncia de quatro porta
enxertos avaliados (tangerineira Cledpatra e Sunki, limoeiro Cravo e citrumeleiro
Swingle) em diversas copas de laranja doce, para incidéncia de CVC em plantas, nem
na concentracao da bactéria.

Para SOUZA et al. (2006), Navelina ISA 315, Navelina SRA 332 e Newhall Navel
SRA 343 apresentaram-se como hospedeiras assintomaticas de X fastidiosa. STUCHI
et al. (2007), em continuidade ao estudo anterior, relataram que apenas a Navelina ISA
315 permaneceu sem sintomas apos sete anos no campo mesmo em condi¢des de alta
pressao de inoculo ou ap6s receber inoculacdes artificiais via subenxertia com plantas
sintomaticas.

A Navelina ISA 315 (Citrus sinensis L. Osbeck.) teve origem na Italia em 1976 de

um clone recuperado in vitro por cultivo de 6vulos ndo desenvolvidos, sendo introduzida
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no Brasil e estabelecida em campo no ano de 2000 para inicio de estudos de
resisténcia a CVC. Foi constatada nesta variedade por indexacao biolégica a presenca
do viréide HSVd (Hop stunt viroid), causador de cachexia-xiloporose (STUCHI et al.,
2007). Posteriormente, provou-se, por meios bioquimicos, que a variedade, além de
HSVd, portava também CDVd (Citrus dwarfing viroid) (*Eiras) . Ambas as Infeccdes que
podem ser atribuida a coleta de borbulhas da variedade em experimento de
ananicamento por inoculacdo de vir6ides em andamento na Italia a época da
introducdo, uma vez que DAVINO et al. (2005) relataram resultados de experimento
com a cultivar em que havia a combinacéo de viroides encontradas nos tratamentos.

Uma das possibilidades, seria a interacdo entre os viréides e X. fastidiosa, ja que
SOLEL et al. (1995) relataram que a presenca de virdides em plantas citricas reduz a
infeccdo de Phoma tracheiphila. Arvores inoculadas com estirpes fracas e severas de
exocorte mostraram-se mais tolerantes a Phytophthora spp. (ROSSETI et al., 1984) e
recentemente o0 mesmo efeito foi demonstrado em plantas inoculadas com virdides
(SEMANCIK et al., 2005).

Com base nestas constatacbes buscou-se neste estudo quantificar o nivel de
tolerancia da cultivar Navelina ISA 315 em relacdo a CVC, por observacao visual de

sintomas tipicos, presenca e quantificacdo da bactéria.

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro,
(EECB) em Bebedouro — SP. As condicbes edafo climaticas deste local (latitude
20°53'16” S, longitude 48°28’11” W) podem assim ser definidas: precipitacdo media
anual € de 1550 mm e as temperaturas médias variam de 16,8°C a 30,6°C, o solo
predominante é o Latossolo Vermelho Distrofico tipico, textura média, A moderado
hipoférrico (ANDRIOLI; CENTURION; MARQUES JUNIOR, 1994), clima Cwa:

subtropical-inverno moderado e seco, verao quente e chuvoso), SP, Brasil.

! EIRAS, M. (Instituto Biolégico - S&o Paulo, SP). Comunicacéo pessoal, 2010.
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3.1. Plantas em campo

Em novembro de 2006, oito plantas de laranja doce da cultivar Pera (Citrus
sinensis Osbeck) enxertadas em limoeiro Cravo (Citrus limonia Osbeck) com sintomas
tipicos de CVC em grau 3 (plantas com mais de 50% da copa com sintomas) de acordo
com o proposto por COLLETA FILHO; CARLOS & MACHADO (1997); SALVA;
ROBERTO & CARLOS, (1995) existentes em um talhdo experimental com
espacamento de 7 m x 3 m, sem uso de irrigacdo, foram submetidas a poda drastica.
Os ramos remanescentes receberam tratamento com caulim para prevenir danos pelo
sol.

Em marco de 2007, quando as brotacfes das larenjeiras Pera encontravam-se
com diametro ideal, realizou-se a enxertia em “T” invertido utilizando borbulhas de
plantas assintomaticas da cultivar Navelina ISA 315 (Figura 1), oriundas das trés
plantas originais estabelecidas em campo no ano de 2000. Essas plantas, apesar de
expostas a condi¢cbes naturais de infeccdo ha sete anos, ndo apresentaram sintomas
de CVC, porém foram positivas para presenca de X. fastidiosa via PCR (STUCHI et al.,
2007).
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Figura 1 — Vista parcial das plantas apés a poda de topo (a), ramos apés a enxertia da cultivar
Navelina ISA 315 sobre a antiga copa da cultivar Pera (b) e detalhe da borbulha em
ramo da cultivar Pera com sintomas de CVC (b)

Em dezembro de 2008, 21 meses apos a enxertia, ja se havia formado uma nova
copa da variedade Navelina ISA 315. Portanto essas plantas ficaram com a seguinte
composicao: limoeiro Cravo como porta enxerto, laranjeira Pera como interenxerto e
laranjeira Navelina ISA 315 como copa. Cada ramo remanescente (antiga copa da
laranjeira Pera) foi identificado com etiquetas, com respectivo nimero de planta e ramo
sobrenxertado. Os numeros de ramos sobreenxertados por planta variou: plantan® 1, 9
ramos, planta n® 2, 15 ramos, planta n® 3, 7 ramos, planta n° 4, 13 ramos, planta n° 5,
10 ramos, planta n° 6, 12 ramos, planta n® 7, 20 ramos e planta n° 8, 11 ramos.

O manejo e tratos culturais foram usuais, de acordo com o recomendado por
MATTOS JUNIOR; POMPEU JUNIOR & FIGUEIREDO, (1998), somente sem aplicacao
de inseticidas, visando a manutencdo da populacdo de cigarrinhas e consequente

inoculacao natural de X. fastidiosa.

3.2. Avaliagdes
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As avaliacdes foram realizadas no Verao (janeiro) e Inverno (agosto) de 2009 e

no Outono (abril) e primavera (novembro) de 2010.

3.2.1. Avaliacéao visual de plantas em campo

Todas as folhas de cada ramo da cultivar Navelina ISA 315 que se originou dos
ramos sobrenxertados foram avaliadas visualmente para presenca de sintomas da
CVC, assim como sua severidade com base na escala diagramatica desenvolvida por
AMORIM et al. (1993).

Folhas com a mesma porcentagem de area lesionada, independente da planta,
foram coletadas e compuseram um grupo (amostra) para fins de padronizacédo e
guantificacdo da bactéria. Nos ramos que apresentaram folhas com diferentes graus de
severidade, coletaram-se apenas as folhas com maior severidade e foi considerada sua
nota como representativa para o grupo. As folhas sem sintomas também foram
avaliadas e compuseram um grupo, entdo classificado como grau zero, na escala
diagramatica proposta por AMORIM et al. (1993).

Quando constatada a auséncia de sintomas nas folhas de toda a planta (nota
zero na escala diagramatica), optou-se por agrupar cada planta em uma amostra
composta, neste caso cada amostra foi composta de acordo com o0 nimero de ramos
sobrenxertados, coletando-se uma folha para cada ramo.

Em novembro de 2010, também foi realizada uma avaliagcdo visual nas trés
plantas originais introduzidas no ano de 2000 com base no mesmo critério adotado para
as demais plantas experimentais. Uma amostra composta de 20 folhas por planta foi
coletada, independente de haver sintomas ou ndo nas folhas das plantas, a deteccéo e
guantificacdo de X. fastidiosa nestas plantas foi de acordo com a metodologia descrita

no item 3.2.2.
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3.2.2. Presenca e quantificacao de X. fastidiosa de plantas em campo

A quantificacdo da X. fatidiosa nas amostras foi realizada por meio da reagdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR) em tempo real (QPCR) utilizando-se do sistema ABI
PRISM 7500 Sequence Detector System (Applied Biosystems). A reacédo foi realizada
em um volume total de 20 pl contendo 10,0 pl de TagMan PCR Master Mix (Applied
Biosystems), primers (CVC-1 e do CCSM-1) e sonda, nas mesmas concentracdes
utilizadas por OLIVEIRA et al. (2002). Para isto, o DNA total foi purificado a partir do
peciolos e nervuras centrais de folhas das respectivas amostras utilizando-se da
metodologia conhecida como CTAB adaptada de MURRAY & THOMPSON (1980).
Apoés a extracdo o DNA total obtido das amostras foi padronizado na concentracao final
de 50 ng, por meio de espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Scientific) e entdo
utilizado 3 pL nas amplificacdes. Para a amplificacdo seguiu-se uma pré-incubacao a
50°C por 2 minutos e desnaturacdo a 95°C durante 10 minutos foram seguidos por 40
ciclos de desnaturacao a 95°C por 15s e anelamento e extenséao junto a 60°C por 1 min
em cada ciclo.

Para estimativa da populacdo de X. fastidiosa, nas amostras foi estabelecida
uma curva padrdo a partir da concentracdo conhecida de DNA gendmico de X.
fastidiosa obtida por diluicbes em série iniciando-se de 10’ Unidade Formadora de
Colbnia (UFC) até 10 UFC/mL. Valores médios de Ct (ciclo limiar onde a fluorescéncia
emitida pela probe passou a ser capitada pelo sistema) para cada diluicdo do DNA (eixo
Y) foram plotados contra o log10 da UFC (eixo X). A equacédo de regressao mostrando
uma significativa linearidade entre as duas variaveis foi obtida (y = -
5.09565x+52.230705, r = 0.999). O limiar de deteccdo foi observado na diluicio 103
UFC (Ct = 36.81), sendo que todas amostras cujos valores de Ct foram superiores a
este foram consideradas negativas. Todos os resultados relatados de QPCR sao
baseados no numero de células de X. fastidiosa em cada amostra, uma vez que o gene
alvo amplificado pelo primers tem uma Unica cOpia do genoma desta bactéria, que

foram estimados a partir da curva padrdo. Em todas as extracdes de DNA e PCR foram
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incluidos controles de plantas sadias e sabidamente infectadas com X. fastidiosa sendo

gue cada amostra foi testada em duplicata.

3.3. Experimentos em casa-de-vegetacao
3.3.1. Experimento |

3.3.1.1. Inoculagéo via suspenséao bacteriana

Entre dezembro de 2006 e fevereiro de 2007, 18 plantas jovens de Navelina ISA
315 (portadoras de viréides) com aproximadamente 10 cm de altura, enxertadas em
limoeiro Cravo foram inoculadas com 20 uL de suspensdo de X. fastidiosa linhagem
9a5c na concentracdo de 10° células/mL. Para isto, uma gota com o volume desejado
da suspensao bacteriana foi depositada no ramo principal da muda, através da qual
foram feitas sucessivas perfuracdées com agulha entomoldgica, duas plantas como
controle negativo foram inoculadas utilizando-se tampéao fosfato (PBS), totalizando 20

plantas.

3.3.1.2. Determinacao da presenca de X. fastidiosa

As 20 plantas foram analisadas quanto a presenca de X. fastidiosa cerca de seis
e 45 meses apos a inoculacdo. Para isso, uma fracdo do peciolo de todas as folhas que
compunham a amostra foi finamente fatiada e homogeneizada obtendo-se
aproximadamente 200 mg de tecido fresco, o qual foi triturado para obtencdo do DNA
total através da metodologia CTAB (MURRAY; THOMPSON, 1980). O diagnostico para
a bactéria foi realizado através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se
dos primers RST31/RST33 (MINSAVAGE et al., 1993). A reacéo foi conduzida em 25

pL contendo no volume final 1 U da tag DNA polymerase recombinante (Invitrogen), 2,5
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uL do tamp&o 10X desta enzima, 0,08 mM de cada dNTP (Invitrogen), 2,5 mM de Mg”,
2,20 ng de cada iniciador e 2 pL do DNA total, contendo aproximadamente 100 ng. As
amplificagBes foram conduzidas em termociclador programado inicialmente a 95°C por
5 minutos, seguindo-se de 36 ciclos a 95°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos e
72°C por 1 minuto, com extensao final de 72°C por 10 minutos. As amplificacées foram

reveladas em eletroforese horizontal utilizando-se agarose a 1%.

3.3.2. Experimento |

3.3.2.1. Inoculagéo via encostia de planta infectada

Em abril de 2009, iniciou-se a producdo de mudas de Navelina ISA 315, com
borbulhas obtidas de plantas da introducéo original portadora de HSvVd e CDVd e de
plantas que passaram pela limpeza clonal por microenxertia e foram pré-imunizadas
contra o virus da tristeza com o isolado PIAC, no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira” —
IAC. Dez mudas de cada um dos clones (com e sem viroides) foram estabelecidas em
casa de vegetacao, onde foram inoculadas com X. fastidiosa.

A inoculacao de X. fastidiosa foi feita em julho de 2009 através da encostia de
plantas contaminadas, essas plantas foram previamente preparadas por enxertia de
plantas jovens de limoeiro Cravo em ramos de plantas adultas de laranja Pera com
sintomas avancados de CVC. Estas permaneceram ligadas as plantas até a perfeita
soldagem dos cambios. Posteriormente essa planta, denominada planta inoculo, foi
enxertada nas plantas em casa de vegetacdo (Figura 2). Como testemunhas da
eficiéncia da inoculagéo foram utilizadas 10 mudas de laranjeira Pera IAC. Para todas
as plantas teste (mudas de clones de Navelina ISA 315 e Pera) foi utilizado o limoeiro

Cravo como porta-enxerto.
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Figura 2. Vista parcial das plantas de casa de vegetacdo apés
a inoculagéo por encostia de plantas infectadas.

Em dezembro de 2009 todas as plantas foram transplantadas para vasos de 14
Its, as plantas in6culo também foram transplantadas e permeneceram ligadas as

plantas teste até o fim do experimento (Figura 3).

Figura 3. Detalhe planta in6culo apds transplantio para
vasos de 14 litros.
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Mensalmente foi efetuada a desbrota dos brotos de limoeiro Cravo das plantas
teste e das plantas inéculo. Em fevereiro de 2010 foi realizada uma poda de
rebaixamento de todas as plantas a 1 m de altura com intuito de reduzir o tamanho das
plantas e proporcionar um novo fluxo de vegetagcdo na tentativa de antecipar a
expressdo de sintomas. Em todos os precedimentos as ferramentas foram

desinfectadas com hipoclorito de sédio (2%).

3.3.2.2. AvaliagOes das plantas em casa de vegetagédo (Experimento Il)

As avaliagbes foram visuais, realizadas em abril de 2010 e janeiro de 2011,
seguindo-se do mesmo critério adotado para as plantas de campo. Na avaliacao de
abril de 2010 foram coletadas de cada planta as cinco primeiras folhas acima do ponto
de encostia da inoculacdo, sendo que cada planta foi representada como uma amostra.
Foram coletadas em junho de 2010 folhas de cada planta inGculo para verificar se a
bacteria ainda estava presente nas plantas.

Em agosto de 2010 as plantas experimentais foram novamente rebaixadas
através de poda, remanescendo as trés pernadas principais, apés a nova vegetacao foi
reduzida a oferta de agua visando inducdo de estresse as plantas conforme SOUZA,
DONADIO & GONZALEZ JAIMES, (2000) e possivel inducdo de sintomas. Na avaliacéo
de janeiro de 2011 foram coletadas dez folhas representativas da copa de cada planta

gue compuseram amostras individuais.

3.3.2.3. Presenca e quantificacédo de X. fastidiosa das plantas em casa de

vegetacao (Experimento Il)

A metodologia da extracdo de DNA e o0 QPCR utilizadas nas plantas de casa de

vegetacao foi a mesma utilizada para as plantas de campo (item 3.2.2.). Para
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comprovar a presenca de X. fastidiosa nas plantas inoculo, utilizou-se a metodologia

empregada nas plantas de casa de vegetacgéao (item 3.3.1.2).

4. RESULTADOS

Os resultados das plantas de campo e de casa de vegetacao (experimentos | e
II) foram analisados com base na presenca de sintomas foliares, presenca,
guantificacédo de X. fastidiosa.

Para as plantas de campo observou-se reducao no titulo da bactéria X. fastidiosa
na cultivar Navelina ao longo do periodo de estudo, com tendéncia a uma diminuicao
no numero de plantas infectadas e da concentracdo da bactéria a partir da segunda
avaliacdo(agosto/2009). Com excec¢ao de um unico ramo, em uma planta na avaliagao
de agosto de 2009 (Figura 4-b), todas as demais plantas da cultivar Navelina ISA 315
nao apresentaram sintomas tipicos de CVC desde marco de 2007 até novembro de
2010, ou seja, de forma geral ao longo de 45 meses as plantas permaneceram
hospedeiras assintomaticas de X. fastidiosa.

As analises de ramos da cultivar Pera so foram possiveis a partir da segunda
avaliacdo, quando alguns ramos da copa original comecaram a brotar, na base do
tronco principal, logo acima da enxertia original ou seja, prOXimo ao porta-enxerto.
Neste caso as folhas da cultivar Pera que compuseram as amostras foram classificadas
nos niveis de severidade: 6% e 35% (AMORIM et al., 1993) nas avaliacdes de agosto
de 2009 e novembro de 2010, respectivamente, seguindo o critério de folhas com maior
incidéncia de sintomas entre todas as plantas como amostra representativa (Figura 4-
b,d).

Na avaliacdo de abril de 2010 (Figura 4-c), apesar das folhas de Pera que
representaram a amostra composta terem apresentado sintomas, a amostra foi
considerada negativa, pois o Ct desta amostra foi superior ao Ct limiar de deteccéo

(36,81), uma possivel explicacédo seria 0 compromentimento da qualidade do DNA.
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As trés plantas originais, avaliadas em novembro de 2010, ndo apresentaram
sintomas de CVC e apenas uma das trés plantas foi positiva para presenca de X.
fastidiosa, na concentracao de 1,20E+03 células de X. fastidiosa por DNA total, apesar
do baixo titulo da bactéria, essa foi a Unica planta que recebeu inoculacao artificial via
encostia de muda infectada dentre as trés avaliadas.



Células de X. fastidiosa / DNA total

a
1,36E+05 |
6,80E+04 |
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+03 |
4,25E+03 |

2,12E+03 -

1,06E+03 -

C

1,36E+05 -
6,80E+04 -
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+403 |
4,25E+03 -

2,12E+03 -

1,06E+03 -

b

1,36E+05 |
6,80E+04 |
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+03 |
4,25E+03 |

2,12E+03 -

1,06E+03 -

d

1,36E+05 |
6,80E+04 |
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+03 |
4,25E+03 |

2,12E+03
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Ramo Navelina ISA 315 a 12% na
escala diagramatica

T T 1,06E+03

Il Laranjeira Navelina ISA 315

Ramos de Laranjeira Pera

Figura 4. Resultado de RT-gPCR em quatro avalia¢des: (a) janeiro/2009; (b) agosto/2009; (c) abril/2010;
(d) novembro/2010, em plantas da cultivar Navelina ISA 315 (1-8) e ramos remanescentes da cultivar Pera (9).
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Nas plantas de casa de vegetacédo (Experimento I), os resultados comprovaram
gue a bactéria esteve presente nos sete primeiros meses apos a inoculacdo em 15 das
18 plantas. Porém, apés 38 meses da primeira avaliagcdo, a bactéria ndo pode ser mais
detectada nas plantas através da PCR, mostrando que houve uma reducao no titulo do
patdgeno a ponto de ndo ser constatada sua presenca e nem mesmo foi possivel seu

isolamento em meio de cultura (Tabela 1).

Tabela 1. Amostras foliares de mudas de Navelina ISA 315 inoculadas com 20
uL de suspenséo de Xylella fastidiosa na concentracéo de 10°

células/ml.
Amostra Descricao PCR PCR Isolamento
07/2007  09/2010 Bactéria
1 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + @ -
2 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
3 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
4 Mudas inoculadas em 19/12/2006 - - -
5 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
6 Mudas inoculadas em 19/12/2006 - - -
7 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
8 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
9 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
10 Mudas inoculadas em 19/12/2006 - - -
11 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
12 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
13 Controle (-) ndo inoculado - - -
14 Controle (-) ndo inoculado - - -
15 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
16 Mudas inoculadas em 19/12/2006 + - -
17 Mudas inoculadas em 06/02/2007 + - -
18 Mudas inoculadas em 06/02/2007 + - -
19 Mudas inoculadas em 06/02/2007 + - -
20 Mudas inoculadas em 06/02/2007 + - -

W Presenca de X. fastidiosa
@ Auséncia de X. fastidiosa



Células de X. fastidiosa / DNA total

a

1,36E+05 -
6,80E+04 -
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+03 -
4,25E+03 |

2,12E+03 -

W Navelina microenxertada e pré imunizada

1,06E+03

b

1,36E+05
6,80E+04 -
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+03 -
4,25E+03

2,12E+03 -

B Navelina original

1,06E+03

C

1,36E+05 -
6,80E+04 -
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+03 -
4,25E+03 |

2,12E+083 -

Hl PeralAC

1,06E+03

2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 5. Resultado de QPCR nas plantas de casa de vegetacao (Experiemnto Il)
em abril de 2010, nove meses apoés a inoculagdo: (a) Navelina microenxerta
e pré-imunizada; (b) Navelina original (portadoras de viréides) e (c)
Pera IAC (testemunha).
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No Experimento Il nenhuma das plantas apresentaram sintomas na avaliagao de
abril de 2010, mesmo apo6s cerca de nove meses apds a enxertia das plantas inéculo.
Em relagdo a quantificacdo da bactéria, a maioria das plantas avaliadas foram
negativas para presenca de X. fastidiosa (Figura 5).

Apenas a planta 2 da Navelina microenxertada e pré-imunizada e a planta 3 da
testemunha Pera IAC foram positivas, sendo que a Pera IAC apresentou a maior
concentragao (Figura 5). Com base nos resultados dessa primeira avaliagdo, optou-se
por fazer uma avaliacdo das folhas das plantas indculos, via PCR, para comprovar se a
bactéria ainda se encontrava presente. De acordo com os resultados, 73,3 % das
plantas inéculo foram positivas para presenca de X. fastidiosa, mesmo apds nove
meses da encostia. Com base nestes dados, na segunda avaliacéo de janeiro de 2011,
foram consideradas somente as plantas cuja planta indculo foi positiva para a presenca

da bactéria (Tabela 2).

Tabela 2. Resultado de PCR em amostras foliares das plantas in6culo, nove
meses apds a encostia.

Plantas Navelina Original Navelina microenxertada e Pera IAC
in6culo (portadoras de virdides) pré-imL(Jlr;izada (tester(r;)unha)

1 - + -

2 - + -

3 + + +

4 - + +

5 + + +

6 + + -

7 + + +

8 + + -

9 + + +

10 - + +

& Presenca de X. fastidiosa
@ Auséncia de X. fastidiosa
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a

1,36E+05 -
6,80E+04 -
W Navelina microenxertada e pré imunizada
3,40E+04 -
1,70E+04 |
8,50E+03

4,25E+03 -

2,12E+03 -

1,06E+03 w \

b

1,36E+05 -
6,80E+04 -
3,40E+04 - Bl Navelina original
1,70E+04 -
8,50E+03 -

4,25E+03 -

2,12E+03 -

1,06E+03

C
1,36E+05 +
6,80E+04 -
Hl PeralAC
3,40E+04 -
1,70E+04 -
8,50E+03 -

4,25E+03 -

2,12E+03 -

Células de X. fastidiosa / DNA total

1,06E+03 T T . I : .

3 4 5 7 9 10
Figura 6. Resultado de QPCR nas plantas de casa de vegetagéo (Experimento Il)
em janeiro de 2011, 18 meses apos a inoculacéo: (a) Navelina
microenxertada e pré-imunizada; (b) Navelina original (portadora de
virdides) e (c) Pera IAC (testemunha).
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Na avaliacdo de janeiro de 2011, todas as plantas também ndo apresentaram
sintomas (Figura 6), porém as plantas de Pera IAC (Figura 6-c), que tiveram a presenca
da bactéria confirmada na planta indculo, apresentaram um aumento no namero de
plantas em que a bactéria esteve presente. J4 a planta 3 apresentou aumento na
concentragdo em relagéo a primeira avaliagdo. Somente na planta 5 n&o foi constatada
a presenca da bactéria apesar de sua respectiva planta inoculo infectada com X.
fastidiosa (Tabela 2).

A planta 2 da Navelina microenxertada e pré-imunizada apresentou reducéo total

no titulo da bactéria cerca de nove meses ap0s a primeira avaliacéo.

5. DISCUSSAO

Em relacdo aos ramos da cultivar Pera nas plantas de campo, € possivel que
ramos brotados na base do tronco principal, ou seja, proOXimo ao porta-enxerto
requeiram maior tempo para a colonizacdao da bactéria (COLETTA FILHO; CARLOS;
MACHADO, 1997). Embora também tenha sido observada uma alternancia temporal na
concentracdo da bactéria nesta cultivar, houve um expressivo aumento na ultima
avaliacdo o que pode estar relacionado com a maturidade dos ramos (Figura 2).

Os resultados das plantas inéculo na casa de vegetacdo (Experimento Il), em
relacdo a presenca de X. fastidiosa, mostra que parte das plantas foram negativas
mesmo sendo utilizados ramos sintomaticos para CVC da cultivar Pera, esse fato pode
ser atribuido a mortalidade de células bacterianas nos ramos sintomaticos ou pelo fato
de que X. fastidiosa coloniza uma propor¢cdo menor de vasos xilematicos em citros
guando por exemplo comparado a videiras (ALMEIDA et al., 2001).

A auséncia de sintomas na cultivar Pera IAC , mesmo ap6s 18 meses da
inoculacdo, pode ter relacdo com a idade da planta que recebeu as inoculacdes.
LOPES et al. (2005) relatam que plantas mais jovens podem apresentar maior

multiplicacdo da bactéria quando inoculadas e que ainda plantas da cultivar Pera
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inoculadas com suspensao bacteriana, apesar de infectadas, também permaneceram
assintomaticas ap6s18 meses da inoculagéo.

No geral, a temperatura em casa de vegetacdo pode ter prejudicado a
multiplicacdo de X. fastidiosa FEIL & PURCELL (2001) observaram em videiras com a
doenca de Pierce, que plantas expostas, apos trés dias as temperaturas de 5°C e 37°C,
apresentaram reducdo no titulo da bactéria, sendo que a 37°C nao foi possivel sua
recuperacao in vitro.

Em um estudo realizado por COLETTA FILHO et al. (2007), envolvendo hibridos
de Laranja Pera x Tangor Murcott, também foi observado que a partir de 60 dias apds a
inoculacdo houve uma diminuicdo no titulo de X. fastidiosa na progénie resistente a
CVC, o que corrobora com os resultados obtidos no presente trabalho para cultivar
Navelina ISA 315 em condi¢cdes de campo e em casa de vegetacao (Experimentos | e
I), cuja maior tolerancia a CVC ja foi veiculada em trabalhos anteriores (SOUZA et al.,
2006; STUCHI et al., 2007).

Resultado semelhante também foi observado por PAVAN et al. (2007), que
relataram uma reducdo na presenca de X. fastidiosa de 63 % para 10,5 % em um
hibrido somatico de laranjeira Hamlin + tangerineira Montenegrina na segunda
avaliacdo em relacéo a primeira, sendo que na cultivar Hamlin essa reducao foi de 63%
para 47,4 %.

Diversos fatores podem estar relacionados com a tolerancia da Navelina ISA 315
a X. fastidiosa, como a composi¢cdo quimica do xilema desta cultivar, Bl et al. (2007),
relataram que a estirpe da bactéria que causa doenca em videiras, apresentou o
desenvolvimento do biofilme afetado quando avaliada in vitro em fluido de xilemas de
plantas citricas. Também €é possivel que algumas bactérias endofiticas possam estar
inibindo o desenvolvimento de X. fastidiosa na Navelina, j& que ARAUJO et al. (2002)
associaram a presenca de Curtobacterium flaccumfaciens com maior freqiéncia em
plantas assintomaticas. Por outro lado, outras como Methylobacterium spp. podem em
alguns casos estimular o crescimento de X. fastidiosa; sendo possivel relacionar a
presenca de sintomas de CVC com o equilibrio populacional entre C. flaccumfaciens,
Methylobacterium spp. e X. fastidiosa (LACAVA et al. 2004).
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Estudos relatam a menor expressao sintomatica de doencas em plantas citricas
quando as mesmas estéo infectadas com viréides. Resultados obtidos por ROSSETI et
al. (1984) demonstram que plantas citricas, inoculadas com estirpes fracas e severas
do viroide causador da exocorte, mostraram-se mais tolerantes a Phytophthora spp,
resultados semelhantes, com virdides, foram obtidos por SEMANCIK et al. (2005).
Podem ocorrer interacfes sinergisticas e antagonisticas entre vir6ides em plantas
citricas que influem na resposta do hospedeiro (VERNIERE et al., 2004, 2006).
Especula-se sobre a possibilidade de existir interagbes semelhantes entre viréides e
outros microorganismos, como X. fastidiosa, ja que a cultivar em sua forma original
esta infectada com os virdides HSVd e CDVd. Mas, no presente estudo isso parece nao
ter ocorrido, uma vez que tanto as plantas da introducdo original como as que
passaram por limpeza clonal (microenxertadas) e pré-imunizacdo apresentaram
respostas semelhantes quando inoculadas com X. fastidiosa.

LARANJEIRA et al. (1998) relatam que a cultivar Baianinha, em condigbes de
campo na regido de Mirasol e Barretos, apresentaram sintomas cerca de nove meses
apo6s o plantio, o que também ocorreu com clones de Bahia em Mirasol e em
Cordeiropolis.

Para MACHADO et al. (1997), as cultivares Bahia e Baianinha ndo apresentaram
sintomas de CVC mesmo apos trés anos de sobrenxertia em plantas sintomaticas, nem
foi detectada a presenca da bactéria nessas cultivares e que ainda a cultivar Hamlin
desenvolveu sintomas mais lentamente quando comparada as cultivares Baréo e Pera.
Ha relato de baixa incidéncia de CVC em diversas selecdes californianas de Bahia e
Baianinha (3STUCH]I), tais informacdes sugerem que as cultivares que pertencem ao
grupo das laranjas de ‘umbigo’ apresentam resultados contraditérios em relagao a
suscetibilidade a CVC.

A cultivar Navelina ISA 315 pode ser considerada tolerante, em funcdo dos
seguintes resultados: a) as trés plantas originais da cultivar Navelina ISA 315,

permanecem assintomaticas até novembro de 2010, apds quase 10 anos de plantio no

2 STUCHI, E. S. (Estacé@o Experimental de Citricultura de Bebedouro, EECB — Bebedouro, SP).
Comunicacao pessoal, 2010.
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campo e que apenas uma mostrou-se positiva para X. fastidiosa; b) mudas inoculadas
com suspensao bacteriana, ndo apresentaram sintomas e apds 45 e 43 meses nao
apresentavam mais X. fastidiosa em seus tecidos; c) quase todas as copas da cultivar
decorrentes da sua sobrenxertia em plantas severamente atacadas n&do apresentaram
sintomas ap6s 42 meses; d) mudas inoculadas com plantas infectadas né&o
apresentaram sintomas nem X. fastidiosa em seus tecidos, 18 meses apds a
inoculacédo, tanto para aquelas obtidas de plantas portadoras de vir6ides como para as
sanitizadas e pré-imunizadas.

Esses resultados corroboram e complementam trabalhos anteriores (SOUZA et
al.,2006; STUCHI et al.,, 2007) onde a cultivar Navelina ISA 315 destaca-se como
promissora pela ndo observacédo de sintomas tipicos de CVC em estudos envolvendo
uma série de cultivares de laranjas doces, inclusive algumas do grupo das laranjas-de-
umbigo ou “navels”.

A cultivar Navelina, pertencente a esse grupo parece ser uma excecao por sua
provavel tolerancia de origem genética a CVC. Estudos em andamento relacionados a
expressdo génica relatam que a bactéria quando na cultivar Navelina ISA 315,
apresenta maior expressao de alguns genes que codificam toxinas e proteinas de
detoxificacdo, chaperonas, assim como distintos reguladores e genes relacionados com
a sobrevivéncia, sugerindo que o sistema de defesa da cultivar seja melhor em relagcéo
a laranjeira Pera (FEDERICI et al., 2009).

6. CONCLUSAO
Pode-se afirmar que a laranjeira Navelina ISA 315 parece ser a primeira cultivar

de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck.) a apresentar tolerancia satisfatéria a

clorose variegada dos citros.
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