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REA(;AO DE 16 PORTA-ENXERTOS SOB LARANJEIRA ‘VALENCIA’
AO AGENTE CAUSAL, Candidatus Liberibacter asiaticus

RESUMO - O huanglongbing (HLB ou greening) é uma doenga altamente
destrutiva que ataca a maioria das espécies de citros. Trabalhos e observacdes
recentes sugerem que 0s porta-enxertos podem ter influéncia na incidéncia e
severidade da doenca. O presente projeto teve como objetivo monitorar a reacéo de
16 variedades de porta-enxertos sob laranjeira ‘Valencia’ frente ao Candidatus
Liberibacter asiaticus por meio da técnica de g-PCR, e suas respostas biométricas,
tais como: didmetro 2 cm a baixo e a cima da linha da enxertia, altura do colo da
planta ao enxerto e do enxerto a poda, comprimento do langamento, peso fresco da
parte aérea e do sistema radicular, volume do sistema radicular, e analise foliar de
macro e micronutrientes. Os porta-enxertos empregados foram os principais em uso
comercial: trifloliateiro ‘Flying Dragon’, limoeiro ‘Cravo’, ‘Poncirus trifoliata’,
tangerineira ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’, testados experimentalmente com bons
resultados: citrangeiros ‘Troyer e ‘Carrizo’ tetraploides, HRS 643, HRS 702,
HRS 849 e HRS 812, em fase de experimentacdo: ‘Clementina x trifoliata’ (1615),
‘Cledpatra x Swingle’ (1614), ‘Cledpatra x Rubidoux’ (1600) e ‘Changsha x English
Large’, além de um hibrido ‘Rhode Red + Volkameriano’, também em fase
experimental. O experimento foi conduzido no Centro de Citricultura Sylvio Moreira,
em Cordeiropolis. Cada associacdo copa e porta-enxerto apresentaram sete plantas,
cinco delas foram inoculadas e duas n&o inoculadas. Para analisar a evolucdo da
bactéria nas plantas foram realizadas trés amostragens (8, 12, 16 meses apds a
inoculacdo), de peciolos e nervuras centrais das folhas visualmente infectadas e
fragmentos de aproximadamente 2 cm? da casca dos porta-enxertos. Ao final do
experimento foi realizado as avaliacdes biométricas na Estacdo Experimental de
Citricultura de Bebedouro (SP), e coletados fragmentos da casca das raizes dos
porta-enxertos para verificar a presenca da bactéria no sistema radicular por meio de
g-PCR. As plantas enxertadas em ‘Carrizo’ tetrapléide mostram-se tolerantes ao
HLB, e as variaveis biométricas parecem nao serem adequadas para a avaliacao da
reacdo ao Ca. Liberibacter asiaticus de variedades porta-enxerto quando se utiliza

plantas enxertadas.

Termos paraindexacédo: HLB, citrus, greening, g-PCR.



XVii
REACTION OF 16 PORTA-ENXE RTOS IN ORANGE 'VALENCIA' THE
AGENT CAUSAL, Candidatus Liberibacter asiaticus

ABSTRACT — The Huanglongbing (HLB or greening) is a highly destructive
disease that affects most citrus cultivars, species and hybrids. Recent works and
researches suggest that rootstock variety influenced disease severity and incidence.
This work aimed to characterize variation in the reaction of 16 cultivars of rootstocks
grafted with a sweet orange ‘Valéncia’ scion in response to Candidatus Liberibacter
asiaticus by g-PCR and biometric characteristics such as: stem diameter 2 cm above
and below the grafting, collar height of the plant to the graft, collar height of the graft
to the pruning, length of the first bud after pruning, fresh weight of aerial part of the
plant, fresh weight of root system, root volume and leaf analysis of macro and
micronutrients. The rootstocks used in the work were the major commercial cultivars:
trifoliate orange ‘Flying Dragon’, Rangpur lime, ‘Poncirus trifoliata’, mandarin ‘Sunki’
and citrumelo ‘Swingle’, tested experimentally with good results, citrange ‘Troyer’ and
‘Carrizo’ tetraploid, HRS 643, HRS 702, HRS 849 and HRS 812, in experimental
stage, ‘Clementina x trifoliata’ (1615), ‘Cledpatra x Swingle’ (1614), ‘Cledpatra X
Rubidoux’ (1600) and ‘Changsha x English Large’, plus a hybrid ‘Rhode Red +
Volkameriano’. The experiment was conducted at Centro de Citricultura Sylvio
Moreira in Cordeirépolis. Each cultivar had seven plants, five were inoculated and
two were used as control plants. To evaluate the growth of bacteria in plants, three
sampling were done at (8, 12, 16 months after inoculation) by visually infected leaves
and fragments of approximately 2 square centimeter of bark from rootstock. At the
end of the experiment, biometric evaluations was conducted in Estacdo Experimental
de Citricultura de Bebedouro by collecting bark fragments from the roots of
rootstocks and confirming the presence of bacteria in the root system by g-PCR. In
conclusion, plants grafted on citrange ‘Carrizo’ showed to be tolerant to HLB and the
biometric variables used in this work were not effective to evaluate the response of

cultivars of rootstock to Ca. Liberibacter asiaticus on grafted plants.

Keywords: HLB, citrus, greening, g-PCR.



l. INTRODUCAO

O setor agroindustrial citricola brasileiro apresenta numeros que
impressionam. Em nenhum outro produto de exportacdo do agronegdécio o pais tem
expressividade semelhante. De cada cinco copos de suco de laranja consumidos no
mundo, trés séo produzidos nas fabricas brasileiras. O pais detém atualmente mais
da metade da producéo de suco de laranja sendo 98% destinados a exportacdo. Em
2010 foram quase 165 milhGes de arvores produzindo e na Flérida, seu principal
concorrente, 60 milhdes. Flérida e Sdo Paulo detém 81% da producdo mundial de
suco. SO o estado de S&o Paulo, 53% do total. Perto de 400 municipios paulistas se
dedicam ao cultivo da laranja, de onde saem 80% da producgéo nacional (NEVES et
al., 2010).

A maioria dos paises citricolas cultiva a laranja Valéncia e, em muitos deles,
ela representa a principal variedade comercial, havendo diversos estudos, nesses
paises, com o objetivo de selecionar material superior (PIO et al., 2005).

Atualmente o huanglongbing (HLB) ou greening € a doenca mais importante
e destrutiva da citricultura mundial. Observacdes de pomares afetados em diferentes
regibes citricolas do mundo, inclusive no Estado de S&o Paulo, revelam que
pomares inteiros podem tornar-se inviaveis economicamente entre sete e dez anos
ap0s o0 aparecimento da primeira planta sintomatica, se medidas de controle néao
forem adotadas. Esse tempo pode ser menor para pomares jovens, de até quatro
anos, 0S quais se tornam economicamente inviaveis em até cinco anos
(GOTTWALD et al., 2007).

Em 2004, o HLB foi detectado nos pomares paulistas na regido de
Araraquara (COLETTA-FILHO et al., 2004). Sabe-se que trés espécies de bactérias,
conhecidas como Candidatus Liberibacter asiaticus, Ca. L. africanus e Ca. L.
americanus, tém sido associadas ao HLB (BOVE et al., 2008), sendo que em S&o
Paulo ocorrem as espécies americana e asiatica, sendo esta Ultima prevalente nas
plantas com sintomas de HLB atualmente no referido Estado. Essas bactérias sao
capazes de habitar o interior dos vasos de floema, portanto sao intracelulares, e
causam expressivos disturbios no metabolismo de seus hospedeiros levando ao
quadro de sintomatologia conhecido com HLB (BELASQUE JUNIOR et al., 2009).

A doenca é de dificil manejo devido a natureza néo-especifica dos sintomas
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gue causa, prolongada laténcia no campo, distribuicdo irregular do patdgeno na
planta, efeitos do ambiente (em especial da temperatura) sobre a expressao dos
sintomas e possivelmente sobre a multiplicacdo da bactéria, variagdes potenciais de
resisténcia a bactéria tanto pelas espécies citricas quanto pelo inseto vetor
Diaphorina citri Kuwayama, e, finalmente, pela natureza fastidiosa da bactéria
(BOVE, 2006; MANJUNATH et al., 2008).

N&o existem métodos de controle curativos para o HLB que possam ser
usados em pomares comerciais. Desta forma, prevenir a infeccdo das plantas é
fundamental no controle da doenca. O controle preconizado envolve o plantio de
mudas sadias, a eliminacdo de plantas doentes e o controle do inseto vetor, D. citri.
Assim, o0 manejo do HLB tem como fundamento a prevencao de novas infeccoes em
plantas ainda sadias, ou seja, baseia-se na reducao do inéculo presente em plantas
e insetos vetores (BELASQUE JUNIOR et al., 2010).

Segundo Tersi (2010), a manutencéo de plantas com HLB em propriedades
de producéo de citros que néo aplicam ao menos quatro inspecdes anuais seguindo-
se de erradicacdo das plantas com a doenca, tal como regulamentadas pela IN-53,
podera dificultar ou mesmo inviabilizar a producdo econbmica de citros em
propriedades vizinhas ou proximas, mesmo que estas apliquem a metodologia de
inspecéo e erradicacéo previstas na legislacéo.

O patossistema HLB (planta-patdégeno-vetor-ambiente) ainda € muito pouco
conhecido, porém se sabe que as laranjas doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck], as
tangerinas (C. reticulata Blanco), e hibridos de tangerinas sdo 0s mais severamente
afetados. Os pomelos (Citrus paradisi Macfad.), laranjas azedas (C. aurantium L.), e
limdes (C. limon L.) sdo moderadamente afetados. A lima acida ‘Galego’ (C.
aurantifolia Christm. Swingle), as toranjas (Citrus grandis Osbeck) e os trifoliatas (P.
trifoliata Raf.), incluindo seus hibridos, sdo considerados mais tolerantes (GARNIER,
1984).

Estudos de variedades copa e porta-enxerto podem superar fatores abidticos
e bidticos e obter ganhos de produtividade. Com a técnica de enxertia foi possivel a
obtencdo de combinacdes copa-cavalo tolerantes que mantiveram sob controle o
efeito algumas doencas graves para a citricultura como gomose de Phytophtora
spp., tristeza dos citros e exocorte (POMPEU JUNIOR, 2005).

A verificacdo de quaisquer niveis de tolerAncia ao HLB em laranjeira

‘Valéncia’ em combinacdo com qualquer porta-enxerto contribuiria para 0 avanco



significativo no manejo do HLB, que em curto a médio tempo ainda estara baseado
na supressao de indculo e do vetor associado.

O presente projeto teve como objetivo monitorar a reacdo de 16 variedades
de porta-enxertos sob laranjeira ‘Valencia’ frente ao Candidatus Liberibacter

asiaticus por meio da técnica de g-PCR, e suas respostas biométricas.
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ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais e melhoramento do género Citrus

Um dos sistemas de classificagdo mais utilizado, proposto por Swingle
(1943), reconheceu 16 espécies para Citrus (ARAUJO; ROQUE, 2005) e, dentre
elas, estdo as espécies de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck), tangerinas
(C. reticulata Blanco, C. clementina hort. ex Tan., C. tangerina hort. ex Tan.) e limdes
(C. limon L. Burm. f.) (SWINGLE; REECE, 1967).

O género Citrus pertence a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, tribo
Citreae e subtribo Citrinae e é originado da regido sudeste do continente asiatico
(SWINGLE; REECE, 1967). Os citros apresentam uma grande diversidade espécies,
variedades e clones. No entanto, um numero relativamente pequeno € utilizado nos
atuais plantios comerciais. Como espécies de propagacéo comercial exclusivamente
vegetativa, os citros tiveram na selecdo massal a via mais rapida de melhoramento,
principalmente, por apresentarem elevadas taxas de mutagcbes somaéticas,
promovendo, com frequéncia, o surgimento de novas sele¢cdes que se tornaram
variedades comerciais (MACHADO et a., 2005).

Os representantes desse género apresentam um conjunto basico
cromossémico x = 9, sendo relatados poucos individuos tripléides e tetraploides
(ARAUJO; ROQUE, 2005). A condicdo mais frequente do género é a diploidia
(2n = 2x = 18) (MOREIRA; PIO, 1991).

O Estado da Florida foi pioneiro no programa de melhoramento de citros.
Iniciou se em 1893 por Swingle e Webber, e desde entdo, varios programas com
objetivos diversos foram desenvolvidos em todo o mundo nesta area (DAVIES;
ALBRIGO, 1994). O melhoramento genético de citros pode ser dividido em duas
categorias: o melhoramento para variedades copa e o0 melhoramento para
variedades porta-enxerto, cada um com seus objetivos especificos (POMPEU
JUNIOR, 2005).



2.2. Importancia e histérico da utilizacao de porta-enxerto

O porta-enxerto induz a copa alteragbes no crescimento, tamanho,
precocidade de producéo, producéo, maturacdo e peso dos frutos, coloragdo da
casca e do suco, teor de agucares, de acidos e de outros componentes do suco,
permanéncia dos frutos na planta e sua conservagao apos a colheita, fertilidade do
pélen, absorcdo, sintese e utilizacdo de nutrientes, transpiracdo e composicao
guimica das folhas, resposta a produtos de abscisao dos frutos e folhas, tolerancia a
salinidade, a seca, ao frio, a doencas e pragas. As influéncias da copa sobre o
porta-enxerto sdo menos visiveis, mas ocorrem no desenvolvimento do sistema
radicular, resisténcia ao frio, & seca e a doencas e pragas (POMPEU JUNIOR,
2005).

Para entender o conceito de resisténcia ou suscetibilidade a determinado
fator é necessario considerar que muitas doencas de citros sdo doencas exclusivas
da copa, ou do porta-enxerto, ou resultante da interagcéo entre eles. Assim, qualquer
estratégia de melhoramento deve levar em consideracdo a natureza da interacao
planta-patdgeno e copa-porta-enxerto (MARENGO, 2009).

Uma alternativa racional frente ao usual controle quimico das doencgas ou de
seus vetores € a obtencdo de gendtipos com maior resisténcia aos principais
patdgenos. Sendo assim, 0s objetivos de programas de melhoramento genético e
selecéo dos citros focam a obtencéo de novos porta-enxertos e variedades copa que
sejam resistentes as doencas e pragas, e mais adaptados a condi¢cdes abidticas
adversas (CRISTOFANI et al., 1999).

A partir do inicio do século, quando as vantagens da utilizacdo de plantas
enxertadas ficaram claras, até a década de 20, a laranja ‘Caipira’ foi o principal
porta-enxerto para citros no Brasil. Devido a sua baixa tolerancia a seca e a gomose
de Phytophthora, foi substituida pela laranja ‘Azeda’ que predominou até a década
de 40. Com o advento da tristeza, foi necessaria a mudanca de porta-enxertos,
abandonando-se a laranja Azeda e implementando o uso de cavalos tolerantes.
Estendeu-se o uso do ‘Poncirus trifoliata’ e seus hibridos, principalmente os
citranges ‘Troyer’ e ‘Carrizo’, bem como o limoeiro ‘Cravo’ que passou a ser o

principal porta-enxerto utilizado no Brasil (CARLOS et al., 1997).



Por vérias décadas o limoeiro ‘Cravo’ liderou significativamente a lista dos
porta-enxertos utilizados na citricultura, e dados coletados em viveiros apontaram
gue este cavalo chegou a representar de 70 a 80% dos porta-enxertos comerciais.
Com o novo estreitamento da base genética das cultivares de citros novos
problemas surgiram, o limoeiro ‘Cravo’ se mostrou suscetivel a gomose de
Phytophthora, e posteriormente estudos comprovarem sua fragilidade frente ao
declinio. Doenga essa que causou Sérios prejuizos a citricultura seja pelos danos
diretos (perda de producdo e morte de plantas) ou pelas dificuldades de manejo.
Com o impacto do declinio estimulou a continuidade da busca por outros porta-
enxertos, ja que além do Cravo outros cavalos tolerantes a tristeza, como os limdes
‘Volkameriano’ e ‘Rugoso’, os citranges ‘Troyer’ e ‘Carrizo’ e o ‘Poncirus trifoliata’,
mostraram-se intolerantes ao declinio. Porém, as excepcionais caracteristicas do
limoeiro ‘Cravo’, compatibilidade com todas as variedades copa, producéo precoce,
altas producdes de frutos de boa qualidade e grande resisténcia a seca, além da
tolerancia a tristeza, fizeram com que ele continuasse a predominar nos Novos
plantios, sendo até o final da década de 90 do século passado, o0 porta-enxerto de
maior utilizacdo das plantas citricas comerciais no Estado de S&o Paulo (POMPEU
JUNIOR, 1991).

Recentemente, devido a morte subita dos citros (MSC), a citricultura paulista
voltou a diversificar os porta-enxertos e a participacéo do limoeiro ‘Cravo’ passou a
ser de 39,8 % das mudas produzidas no ano de 2003. A tangerineira ‘Cledpatra’ no
ano de 2003 chegou a 32,6 % das plantas, sendo o segundo porta-enxerto mais
utilizado, ficando o citrumeleiro ‘Swingle’ na terceira posi¢cao com 13,7 % das mudas
(POMPEU JUNIOR et al, 2004; POMPEU JUNIOR, 2005).

Com o surgimento do HLB diversos trabalhos estédo sendo realizados para
amenizar o efeito da doenca nas espécies citricas, sendo que o conhecimento e a
utilizacdo da interacdo copa e porta-enxerto podera ser mais uma vez a alternativa

para minimizar o impacto dessa doenca.



2.3. Laranjeira ‘Valéncia’

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacédo, (FAO/ONU), em 2010, os paises que se destacaram como 0S maiores
produtores de laranja foram o Brasil, EUA, india, México e China, responséaveis por
aproximadamente 31,84%, 12,54%, 7,27%, 7,24% e 5,41% da producdo mundial,
respectivamente (FAO, 2011).

O Brasil é o maior produtor mundial de laranjas, cuja producédo, em 2011, foi
de aproximadamente 18,5 milhdes de toneladas, com um valor de aproximadamente
3,3 bilhdes de ddlares (FAO, 2012).

A maior parte da laranja brasileira é destinada a producao e a exportacdo de
FCOJ, sendo a maior fragcdo deste suco exportada para a Unido Européia
(MENDES, 2009).

As laranjas doces predominam na maioria dos paises citricolas com,
aproximadamente, dois tercos dos plantios, ficando o restante para as demais
espécies. A laranja ‘Valéncia’ ocupa lugar de destaque entre os produtores, pela boa
produtividade e adequado tamanho de frutos que se prestam ao consumo fresco e a
industrializag&o (PIO et al., 2005). De maturacgéo tardia a laranja ‘Valéncia’ apresenta
elevado teor de suco, excelente sabor, aparéncia e coloracao atraentes. Sob o ponto
de vista industrial, representa um dos suportes da agroindustria em todo o mundo
(COELHO, 2002).

2.4. Bactérias associadas ao HLB

A historia da citricultura brasileira sempre apresentou desafios fitossanitarios
para o sistema de producéo, e atualmente o HLB é a maior ameaca aos pomares de
citros do pais (TERSI, 2010).

O agente causal dessa doenca, Ca. Liberibacter spp. € uma bactéria Gram-
negativa pertencente a subunidade alpha das Proteobacteria, sendo restrita ao
floema (JAGOUEIX et al., 1994). Aceita-se que o0 HLB seja causado por estas bacté-

rias endocelulares descritas acima e que sao limitadas aos vasos do floema de
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plantas hospedeiras, muito embora os postulados de Koch ainda ndo tenham sido
cumpridos devido ao ndo completo dominio do cultivo de Liberibacter em meio de
cultivo artificial. Estudos de microscopia eletrénica indicam que se trata de bactérias
pleomorficas, com parede celular de tripla camada, e corpos esféricos e
filamentosos, assim como reproducao por cissiparidade (LARANJEIRA et al., 2005;
GARNIER et al, 1984).

Entre as trés bactérias associadas ao HLB, a Ca. L. asiaticus € a mais
disseminada e prevalecente espécie associada as epidemias de HLB nos paises das
Américas do Sul, Central e do Norte (BASSANEZI et al., 2010). De acordo com Bové
(2006), a doenca afeta seriamente os pomares de varios paises da Asia, Africa,
Oceania, América do Sul, América do Norte e do Oriente Médio.

Ca. L. asiaticus € mais facilmente transmitida via enxertia de tecidos
infectados para plantas citricas do que Ca. L.americanus, e tolera temperaturas
acima de 32°C enquanto a populacdo de Ca. L. americanus diminui, podendo até
desaparecer, nestas condicfes (LOPES et al., 2009).

Ca.Liberibacter spp. pode se multiplicar em todos 0s genoétipos de citros e
géneros proximos, porém a resposta desses genotipos, representada pelos sintomas
da doencga, é extremamente variavel, assim como o titulo da bactéria. A presenca
dessas bactérias no interior do seu hospedeiro provoca a doenca ao interferir
provavelmente nos mecanismos de transporte no floema, seja por bloquear as
placas crivadas ou por desbalanco no metabolismo de acucar (MACHADO et al.,
2010).

As trés espécies de Ca. Liberibacter que ocorrem nos citros podem ser
transmitidas através de material vegetal infectado via enxertia, através de cuscuta

(Cuscuta spp.) e naturalmente, planta a planta, através de psilideos (BOVE, 2006).

2.5. Sintomatologia e controle da doenca

O numero de plantas com sintomas de HLB é variavel ao longo dos meses
do ano, porém os sintomas sdo mais facilmente vistos nos periodos secos do ano
(TERSI, 2010). Também, o efeito de borda, ou seja, uma maior concentragdo de

plantas sintomaticas nas primeiras plantas da periferia das propriedades e talhdes, é



uma caracteristica marcante do HLB (GOTTWALD; IREY, 2008). Segundo Bové
(2006), as plantas jovens infectadas com a doenca apresentam acentuada limitacéo
ao desenvolvimento e producéo, enquanto que as adultas apresentam ao longo do
tempo um grave definhamento vegetativo, com consequente perda de producao,
porém muito mais lentamente que as plantas jovens.

Os primeiros sintomas do HLB aparecem inicialmente nos ramos que se
apresentam com folhas amarelecidas em contraste com a coloracdo verde das
folhas dos ramos néo afetados, e sdo visiveis a distancia. Geralmente, no ramo onde
esta folhas amarelecidas sédo observadas também folhas com coloracdo assimétrica
do limbo foliar, onde ‘ilhas’ de coloracdo verde normal contrapde as de coloracéo
verde palido ou amarelo, estado ambas delimitadas pela nervura central. Este tipo
de sintomas é denominado em inglés como “blotchy motlle”, sendo este o tipo mais
comum de sintomas do HLB. Com a evolucdo da doenca, ha intensa desfolha dos
ramos afetados e os sintomas comegam a aparecer em outros ramos da planta,
tomando toda a copa, inclusive com a seca e morte de ponteiros. Ja nos frutos os
sintomas externos sao pequenas manchas circulares verde-claras que contrastam
com o verde normal, e hd a reducdo no tamanho dos mesmos que se tornam
deformados ou murchos. Frutos de ramos doentes, quando pressionados, podem
apresentar uma coloragdao acinzentada e fosca no local onde se fez a presséo.
Internamente, os frutos apresentam uma assimetria entre os lados, o albedo em
alguns casos, apresenta uma espessura maior do que o normal e as sementes
podem estar abortadas (BARBOSA et al., 2009).

Os sintomas de HLB sao percepc¢des visuais das respostas fisioldégicas das
plantas afetadas, e se manifestam no limbo foliar, na brotagcdo de ramos, no
crescimento e amadurecimento dos frutos e no préprio desenvolvimento geral da
planta. Em plantas doentes, o floema e o sistema fotossintético sao afetados,
desencadeando inumeras alteracbes na planta. Sem davida que observacdes
visuais em busca de sintomas caracteristicos da doenca € o modo mais pratico,
barato, rapido, e conveniente para a diagnose de HLB e de qualquer outra doenca,
especialmente em condicbes de campo (COLETTA-FILHO; CARLOS, 2010).
Embora em brotacbes novas seja muito comum o amarelecimento geral do ramo
doente, esse sintoma de clorose generalizada nos ponteiros néo € especifico para o
HLB. Outros problemas também podem causar os mesmos sintomas, e, portanto,

esses nao devem ser usados isoladamente em diagndésticos confirmativos do HLB.



10

Portanto, € necessario nesses casos analises molecular para o diagnéstico, como as
baseadas na reacdo em cadeia da DNA polimerase (COLETTA-FILHO; CARLOS,
2010).

Pesquisas realizadas com laranjeira ‘Valencia’ por Bassanezi et al. (2009),
mostraram que houve diferencas marcantes entre frutos de ramos sintomaticos com
HLB e frutos normais de ramos assintomaticos em relacédo a reducdo do tamanho
dos frutos, peso, teor de sdlidos sollveis totais, relacdo SST/ caixa, SST / frutos, e
ratio. O bloqueio do floema pelo efeito da infeccdo da bactéria do HLB provoca uma
diminuicdo no transporte de 4gua e acumulo de amido, fatores que podem explicar a
depreciacdo dos frutos pelo o aumento da acidez. Assim, o efeito do HLB seria
menor em cultivares precoces que apresentam mecanismos mais eficientes de
transporte de agua e matéria seca. No inicio dos sintomas foliares, frutos de
cultivares precoces estdo quase prontos para serem colhidos no final do outono e
inverno (a partir de junho), enquanto fruto de cultivares tardias colhidas na primavera
e no inicio do veréo, tornardo-se mais afetados pela doenca.

O controle do HLB exige a utilizacdo de mudas sadias, tratamentos quimicos
para diminuir a populacédo do inseto vetor, e inspec¢des periddicas, com intervalos de
no maximo quatro meses, para deteccdo e eliminacdo de todas as plantas
identificadas com sintomas. A eficacia na deteccédo de plantas depende de varios
fatores: acuidade visual dos inspetores, conhecimento e pratica dos mesmos na
deteccado de plantas sintomaticas, genotipo e altura das plantas, severidade na copa
das é&rvores, presenca de outros sintomas nas folhas e frutos, época do ano,
presenca de frutos nas arvores, incidéncia de raios solares nas plantas e no rosto do
inspetor, entre outros (BELASQUE JUNIOR et al., 2009).

Para as inspecdes deve-se sempre empregar inspetores continuamente
treinados e capacitados para a identificacdo de plantas doentes com sintomas.
Também se deve permitir que 0s mesmos inspecionem as plantas com o maximo de
concentragdo e motivados para a atividade. Em razdo da inexisténcia de qualquer
outra estratégia efetiva de controle, a eliminacdo imediata de plantas sintomaticas é
primordial para o efetivo controle da doenca. Mas para isso as plantas doentes
precisam ser detectadas, o que depende da eficacia da inspecdo e dos inspetores.
Trata-se de uma atividade fundamental na "nova" citricultura paulista e que,
brevemente, deverd ser adotada por toda citricultura brasileira onde HLB estiver
presente (BELASQUE JUNIOR et al., 2010).
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Mesmo em pomares nos quais ainda nao foi constatada a presenca de
plantas com HLB é recomendada a pratica de inspe¢des constantes, pois 0 sucesso
do manejo desta doenca esta em adotar o controle no inicio da epidemia. Neste
caso, as inspecbes podem ser concentradas nas plantas das primeiras ruas da
periferia da propriedade (divisas com outros pomares) e da periferia dos pomares,
onde ha maiores concentracdes de plantas com HLB. Assim que detectada a
ocorréncia das primeiras plantas sintométicas, a inspecao deve ser feita em todas as
plantas da propriedade, planta a planta, uma vez que a distribuicdo das plantas
doentes no pomar varia de levemente agregada a aleatoria, o que inviabiliza uma

inspecéo amostral para fins de controle da doenca (GOTTWALD et al., 2007).

2.6. PCR guantitativo

Um dos principais métodos para se detectar fitopatdbgenos em plantas € o
PCR (“Polymerase Chain Reaction”). Baseado na amplificacdo exponencial da
sequéncia de um DNA por meio de ciclos repetitivos de sintese de DNA, esta reacao
produz grandes quantidades de um fragmento de tamanho conhecido. Apés a
reacao, esses podem ser visualizados sob luz ultravioleta em gel de agarose corado
com brometo de etidio (MILLER; JOAQUIM, 1993).

A difusdo do emprego da PCR na diagnose de patdgenos é consequéncia
da praticidade e robustez da técnica, aliados ao relativo baixo custo obtido ao longo
da dltima década. Especificamente para patégenos fastidiosos, cultivaveis ou néao,
bactérias intracelulares, e virus, a PCR representa uma ferramenta indispensavel na
deteccao dos mesmos (HOORFAR et al., 2004).

A técnica de PCR convencional reside na capacidade que esta tem em
amplificar uma sequéncia precisa de DNA aliada a sua simplicidade, rigor, elevada
sensibilidade, especificidade e versatilidade. Desta forma, ndo € necessario isolar o
DNA que se pretende amplificar (mesmo que este se encontre misturado com o DNA
de outras espécies), uma vez que a especificidade da PCR é dada pelos primers.
Esta € uma técnica rdpida, barata, segura e ndo requer muito espaco em laboratério.
Em termos de equipamento requer simplesmente um termociclador (MACKAY et al.,
2007).
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A técnica de PCR em tempo real apresenta como principais vantagens:
simplicidade, especificidade, elevada sensibilidade no que se refere a utilizacdo de
uma sonda ou de um corante apropriado, rapidez, reducéo do risco de contaminagéo
p6s amplificagdo, elevado potencial de producdo, introducdo continua de novos
guimicos, deteccéo de quantidades relativamente pequenas de DNA alvo, facilidade
de quantificacdo, utilizacdo de uma instrumentacdo de maior fiabilidade e uma
melhoria nos protocolos tem feito com que a tecnologia de PCR em tempo real seja
a tecnologia de referéncia para a deteccdo de DNA (PELT-VERKUIL et al., 2008).

Atualmente, a diagnose das bactérias causadoras do HLB é efetuada em
larga escala pelo emprego de reacdo em cadeia da polimerase seja por meio da
PCR tradicional ou em tempo real - gPCR (TEIXEIRA et al., 2010), sendo esta ultima
mais sensivel (possibilita a deteccdo do patdbgeno em menor concentracdo na
amostra) assim como possibilita a quantificacdo do mesmo (LI et al., 2007).

O gPCR é realizado com o uso de um termociclador conectado a um
computador, que monitora a reacdo de amplificacdo. O computador € equipado com
um software que gera graficos, valores quantitativos para as amostras e analisa a
gualidade da reagéao (HIGUCHI et al., 1993; GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996).

O gPCR baseado na tecnologia TagMan® utiliza, além dos primers, uma
sonda especifica para a sequéncia alvo. A sonda apresenta na extremidade 3’ uma
molécula que aceita a energia da molécula repoérter e a dissipa na forma de luz ou
calor, designada na literatura como quencher e na extremidade 5 um fluorocromo
repérter (PELT-VERKUIL et al., 2008). A proximidade fisica da molécula reporter e
do quencher no principio da analise suprime a deteccao da fluorescéncia daquele
pela transferéncia de energia Forster. Na fase de hibridacdo do PCR, as sondas vao-
se ligar a sequéncia alvo com a qual apresentam uma total complementaridade.
Posteriormente, as sondas TagMan® hibridizam e sdo detectadas pela enzima Taq
DNA polimerase que a hidrolisa pela sua actividade exonucleotidica 5- 3'. Este
processo conduz a separacdo do quencher da molécula reporter, durante a extensao
resultando num aumento exponencial da intensidade de fluorescéncia até um ponto
onde pode ser detectado, ultrapassando o limiar Ct (“threshold cycle values”). E
possivel entdo estabelecer uma relacdo inversa entre o0 niumero de moléculas de
DNA iniciais na reacao e o valor de Ct, que é a base para os célculos na PCR em
tempo real (ALONSO et al., 2003).
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O gPCR quando empregado para fins de diagnéstico tem a grande
vantagem de poder quantificar o organimo alvo. Este é diretamente proporcional a
guantidade presente na amostra na fase exponencial da reagdo. Ao final da
amplificacdo, que normalmente envolve 40 ciclos entre desnaturacdo do DNA,
anelamento de primers e sonda, e extensao, o software gera valores numérico os Ct.
Estes representam o numero do ciclo em que dada amostra iniciou a geracao de
fluorescéncia ao cruzar com a linha do limiar de qualidade da reacdo. Este valor é
inversamente proporcional a quantidade do DNA alvo na amostra (TICHOPAD et al.,
2003).

A quantificagdo pode ser absoluta ou relativa. A primeira relaciona o Ct
obtido da amostra com uma curva de calibracdo pré-estabelecida (curva padréo),
idealizada com diluicbes sequenciais (normalmente 10X) de DNA extraido de
colonias puras do agente, quando cultivado in vitro, ou da diluicdo da sequéncia alvo
de amplificacdo clonado em um plasmideo. Relaciona-se o valor de Ct obtido com a
guantidade conhecida do organismo alvo adicionada a reacdo, obtendo-se uma
equacao de regressao linear do tipo y = a+bx (DHANASEKARAN et al., 2010). Com
uma curva padrao bem elaborada é possivel obter quantificaces precisas (SOUAZE
et al., 1996). A quantificacdo relativa normalmente é utilizada para expressao génica,
sendo necessério o uso de um controle interno baseado num gene contitutivo
(PFAFFL, 2004).
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lIl. MATERIAL E METODOS

A conducdo do experimento foi realizado em casa de vegetacdo e as
analises envolvendo gPCR realizadas, no Centro APTA Citros “Sylvio Moreira” do
Instituto Agronémico (IAC), em Cordeirépolis (SP). As avaliagbes biométricas da
laranjeira ‘Valéncia’ ao HLB sobre 16 porta-enxertos foram executadas na Estacéo
Experimental de Citricultura de Bebedouro-EECB.

Os porta-enxertos empregados sdo indutores de porte baixo as plantas e
boa producédo de frutos de boa qualidade (BLUMER; POMPEU JUNIOR, 2005;
CANTUARIAS-AVILES, 2009) e os principais em uso comercial, além de um hibrido
somatico em fase experimental, a saber: 1) ‘Clementina x trifoliata’ (1615), 2) HRS
643 [(‘Cledpatra x Swingle’ (715)], 3) ‘Cledpatra x Swingle’ (1614), 4) ‘Cledpatra x
Rubidoux’ (1600), 5) HRS 702 [(‘Cledpatra x Christian’ (712)], 6) HRS 849 ['SFS x
trifoliata Argentina’ (1708)], 7 e 8) citrangeiros ‘Troyer’ e ‘Carrizo’ tetraploides, 9)
trifloliateiro ‘Flying Dragon’, 10) HRS 812 (‘Sunki x Benecke’) , 11) ‘Changsha x
English Large’, 12) limoeiro ‘Cravo’, 13) ‘Rhode Red + Volkameriano’ (hibrido
somatico), 14) ‘Poncirus trifoliata’, 15) tangerineira ‘Sunki’ e 16) citrumelo ‘Swingle’.

3.1. Inoculagdes com Candidatus Liberibacter asiaticus; eficiéncia e

guantificacao

3.1.1. Material vegetal e fonte de in6culo

As plantas utilizadas no experimento foram formadas em sacos de plastico
com capacidade de 4 litros, contendo substrato Plantmax Citrus (Eucatex) e
mantidas em casa de vegetacdo com temperaturas nao superiores a 30 ° C, durante
todo o experimento. As plantas foram irrigadas automaticamente todos os dias e
fertilizadas, conforme o estabelecido pelo viveiro para casa de vegetacao
experimental. A composicao da fertirrigacdo no experimento era a seguinte: sulfato
de potéassio (0, 270 kg), nitrato de potassio (2,0 kg), MAP (0,540 kg), sulfato de
magneésio (0,820 kg), nitrato de aménio (0,970 kg), sulfato de zinco (0,040 kg),
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sulfato de cobre (0,040 kg) e sulfato de manganés (0,040 kg), diluidos em 5000 L.
A inoculacao das plantas por enxertia foi realizada quando as mesmas estavam com
16 meses.

Para a infeccdo de Ca. Liberibacter asiaticus (Las) as plantas foram
inoculadas cinco centimetros acima da linha de enxertia, com duas borbulhas
infectadas (2 a 3 cm de comprimento), as quais foram enxertadas em lados opostos
do tronco. A inoculacdo da bactéria ocorreu no dia 27/05/2011, e as avaliacfes para
a presenca e quantificacéo de Las nas folhas e caules foram realizadas a 8, 12 e 16
meses apds a inoculacdo (M.A.l.) das plantas. Analises objetivando monitorar a
migracdo de Las para as raizes foram analisadas aos 17 meses, ao final do
experimento. Um total de 10 plantas de cada tratamento (entende-se como
tratamento a combinacdo da copa de ‘Valéncia’ enxertada em 16 porta-enxertos)
foram utilizadas. Destas, oito receberam material vegetal infectado com Las e duas
material sadio. Das oito plantas infectadas com Las, cinco foram selecionadas para
as analises subsequentes. Portanto, cada tratamento foi composto por 5 plantas que
receberam Las via enxertia e duas que receberam apenas enxertia de material

sadio.

3.1.2. Amostragem e extracao de DNA

Para uma melhor amostragem da bactéria no dossel da planta, foram
coletadas seis folhas, direcionando aquelas que apresentavam algum tipo de
sintomas que poderiam estar associados a doenca. Destas folhas foram
selecionados o peciolo e quando necessario parte da nervura central. Para o
monitoramento de Las no porta-enxerto foram coletados fragmentos de casca com
aproximadamente 2 cm?, sempre abaixo da linha de enxertia (8, 12 e 16 meses
apos a inoculacdo), assim como da casca das raizes, aos 17 meses, uma vez que
nesse caso as amostragens eram destrutivas. Todos os tecidos foram finamente
cortados com auxilio de um bisturi e o peso fresco padronizado para 200 mg, sendo
entdo adicionados a tubos plasticos de 2 mL contendo 2 esferas de ago de 5 mm.
Estes tecidos foram macerados por meio de agitacdo dos tubos no sistema

Tissuelyser (Quiagen) a 30 hertz por 2 min. O DNA total foi extraido de acordo com o
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método CTAB de Murray & Thompson (1980) e eluido em 100 ul de solucao tampéao
de eluicdo (0,1 vol de Tris-EDTA, 20 pgul™* de RNA). A concentracdo do DNA obtido
foi verificada por meio de espectrofotometro (OD 260/280) através do sistema
Nanodrop (Thermo Scientific). Todos os DNA foram padronizados para a

concentracéo de cerca de 100 ngpl™.

3.1.3. Reagdes de g-PCR e quantificagdo Las nas amostras

As reacdes de (-PCR foram realizadas no sistema ABI 7500 (Life
Technology) utilizando-se a tecnologia TagMan e o default do aparelho para a
clicagem, num total de 40 ciclos. Todas as reagdes foram conduzidas num volume
de 13,5 pL contendo 6,75 pL do tampao master mix Maxima Probe/Rox (Fermentas),
0,8 uM de cada um dos primers, 0,2 yM da probe (IDT Integrated DNA technology) e
300 ng do DNA total. As sequéncias dos primers e probe foram baseadas no gene
“fator de elongacdo Ts” de Las (HONG et. al., 2010) gerando um amplicon de 170
pares de base (pb). Todas as reacOes foram realizadas em duplicatas estimando-se
o desvio padrdo dentro das amostras como um método de se monitorar a acuidade
na conducdo experimental. A curva padrdo e as estratégias de analise para se
estimar a concentragdo de Las nas amostras foram baseadas nas condigbes
descritas por Coletta-Filho et al., 2010.

Com base nos resultados da curva padrao adotou-se o limite de aceitacéo
para amostras positivas aquelas que apresentaram valores de Ct inferiores a 37.
Amostras com valores de Ct maiores que 37 (Ct>37) foram considerados como
negativas. Os resultados de Ct foram submetidos a analise de variancia, e as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

3.2. Respostas biométricas

As avaliacfes biométricas foram realizadas a 17 meses ap0s a infeccdo das
plantas, e o desenvolvimento das mesmas frente ao HLB foi estudado, registrando-

se: diametro do tronco a 2 cm abaixo e acima da linha da enxertia, altura do colo da
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planta ao enxerto e do enxerto a poda de formacéo, comprimento do lancamento a
partir da poda de formacé&o, massa fresca da parte aérea e sistema radicular, volume
do sistema radicular, e andlise foliar de macro e micronutrientes.

Os diametros dos caules (mm) de cada planta foram determinados
utilizando-se um paquimetro digital e as outras caracteristicas morfométricas como
altura do colo da planta ao enxerto, do enxerto a poda de formacdo e comprimento
do lancamento a partir da poda de formacdo através de uma trena graduada,
expressos em cm.

Para a obtencdo da massa fresca da parte aérea e sistema radicular,
ocorreu separacao de ambas as partes com corte na regido do colo. As raizes foram
lavadas em agua corrente com auxilio de uma peneira até conseguir eliminar todo o
substrato, evitando-se ao maximo a perda de raizes, que foram secas com papel
absorvente. As partes aéreas pesadas diretamente por meio de uma balanca digital
(precisdo 0,01 g), expresso em g.planta™,

O volume do sistema radicular foi determinado pelo método de
deslocamento de agua (BERNARDI; CARMELLO; CARVALHO, 2000). Com a
utilizacdo de uma proveta graduada com um volume de agua conhecido, onde as
raizes apOs serem lavadas, eram mergulhadas, sendo o volume de raiz
correspondente ao volume de 4gua deslocado, expresso em cm?.

Para realizacdo da analise foliar foram coletadas 25 folhas de cada planta, e
determinados os macronutrientes Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K), Célcio
(Ca), Magnésio (Mg) e Enxofre (S), e micronutrientes Boro (B), Cobre (Cu), Ferro
(Fe), Manganés (Mn) e Zinco (Zn).

O delineamento experimental para as respostas biomeétricas foi inteiramente
casualizados em esquema de fatorial 16 x 2, com 5 repeticbes para as plantas
inoculadas e 2 ndo inoculadas. Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacéo de Las nas plantas; copa e porta-enxerto

As avaliacdes de g-PCR nos pecilos das folhas (Tabela 1) e na casca do
caule dos porta-enxertos (Tabela 2) seguiram a ordem: 8 meses, 12 meses e 16
meses apos a inoculacdo (M.A.I).

O numero de células de Las na copa € dado pela férmula,
(Ct - 47,028)/- 3,1561.

Considerando que os valores de Ct (“threshold cycle values”) sao
inversamente proporcionais a quantidade do DNA alvo na amostra, observa-se na
Tabela 1, resposta diferencial da copa de ‘Valéncia’ infectada quanto a concentracao
de Las sobre os 16 porta-enxertos. Vale destacar o tratamento ‘Valéncia’ sobre
‘Carrizo’ tetrapldide que apresentou a menor concentracdo de bactéria ao longo de
todo o experimento. Embora estatisticamente este tratamento ndo tenha diferido
significativamente de alguns outros (Tabela 1), o nUmero de células de Las na copa
de ‘Valéncia’ sobre o referido porta-enxerto ndo ultrapassou 5,15, enquanto que para
0s demais esteve ao redor de 7,00.

Em trabalhos de Folimonova et al., (2009) e Albrecht e Bowman (2011), as
plantas sobre ‘Carrizo’ comum também foram consideradas tolerantes ao HLB,
provavelmente, este porta-enxerto confere alguns beneficios a copa como a
translocacao de substancias como acidos nucleicos, proteinas ou outros compostos
organicos, embora 0os mecanismos, em particular para a resisténcia, € em geral
desconhecidos (HAROLDSEN et al., 2012)

Plantas de ‘Valéncia’ sobre os porta-enxertos ‘Clementina x trifoliata’ (1615)
e HRS 643 foram as que apresentaram as maiores titulos da bactéria nas trés
avaliacdes das folhas (Tabela 1).

‘Valencia’ sobre HRS 812 foi a Unica combinacdo em que houve alteracéo
da concentracdo da bactéria ao longo estudo. Observou-se, que ao décimo segundo
més apds a inoculacdo, a concentracdo de Ca. Liberibacter asiaticus foi maior

guando comparado com a primeira e terceira avaliagéo (Tabela 1).
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Com relacdo ao limoeiro ‘Cravo’, o principal porta-enxerto utilizado na

citricultura brasileira, as plantas de ‘Valéncia’ sobre esse porta-enxerto, ao longo das

avaliacdes apresentaram concentracdes intermediarias da bactéria Ca. Liberibacter

asiaticus dentre os porta-enxertos estudados (Tabela 1).

Segundo Boscariol-Camargo et al., (2010), na avaliacdo da multiplicacdo da

bactéria e no desenvolvimento de sintomas em seis espécies e variedades de citros,

constatou-se que apos a infecgdo por borbulhas infectadas foi possivel detectar a

bactéria em todos os genotipos avaliados, embora com variacdo na quantidade de

bactéria ao longo do tempo, 0 que ndo se observou no presente trabalho para o

‘Poncirus trifoliata’.

Tabela 1. Valores médios de Ct obtidos aos 8, 12 e 16 meses em peciolo de folhas

apo6s a inoculacdo de Ca. Liberibacter asiaticus em laranjeira ‘Valéncia’

enxertadas em 16 porta-enxertos. IAC — Cordeirépolis, 2012

Porta_Enxerto

Ct (peciolo das folhas) aos

Teste F C.V. (%)

8 M.A.L. 12 M.A.IL 16 M.A.l.

Clementina x trifoliata (1615) 21,26 c A 2057bA 2243bA |2,14ns 9,50
HRS 643 21,69c A 2055bA 2143bA |0,63ns 11,21
Cledpatra x Swingle (1614) 26,69 abc A 2660ab A 25,73abA |0,06 ns 25,14
Cleopatra x Rubidoux (1600) | 27,64 abc A 27,92ab A 27,25ab A |0,02ns 26,48
HRS 702 24,29 abc A 2356abA 2459ab A |0,09ns 22,64
HRS 849 2555abc A 2483abA 2392abA [0,17ns 25,12
Troyer tetraploide 2443 abc A 2495ab A 24,74ab A |0,0lns 25,43
Carrizo tetrapléide 31,37aA 30,74aA 3l42aA |0,02ns 26,76
Flying Dragon 22,87 bcA 2251abA 2343bA |0,14ns 16,51
HRS 812 2282bcAB 20,89bB 2386abA | 3,25* 11,73
Changsha x English Large 27,81 abc A 27,39abA 23,73bA |1,64ns 21,02
Limoeiro Cravo 27,80 abc A 27,67abA 27,86abA |0,0lns 18,50
Rhode Red + Volkameriano | 28,74abc A 27,31abA 25/ 75ab A |2,12ns 11,89
Poncirus trifoliata 27,08 abc A 2563ab A 24,22abA |1,75ns 13,32
Sunki 30,86ab A 28,71ab A 27,27abA |1,11ns 18,71
Citrumelo Swingle 23,77 abc A 2391abA 23, 72bA |0,01lns 11,12
Teste F 3,54 ** 3,33 ** 2,46 ** - -

DMS 8,07 8,28 7,64 - -

C.V. (%) 19,97 21,06 19,54 - -

Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. ns = néo significativo; * = significativo a 5% ; ** = significativo a 1%
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Quanto aos valores médios de Ct a partir de fragmentos da casca do caule
dos porta-enxertos (Tabela 2), observou-se diferenca significativa entre os
porta-enxertos nas trés amostragens. Os tratamentos que apresentaram o menor
namero de bactéria nas trés avaliagbes foram ‘Cledpatra x Rubidoux’ (1600) e
‘Carrizo’ tetrapléide, porém na primeira e segunda avaliagdes, significativamente,
diferiram apenas do ‘Flying Dragon’. Aos 16° meses apés a inoculacdo, o maior
namero de bactérias foi encontrado nos porta-enxertos ‘Clementina x trifoliata’
(1615) e HRS 643.

Ao longo das trés amostragens os valores médios de Ct apresentaram
significancia em quatro porta-enxerto, a saber: HRS 812, ‘Changsha x English
Large’, ‘Cledpatra x Swingle’ (1614) e HRS 643. Nos dois primeiros porta-enxertos
citados, a concentracdo de bactéria diminuiu ao passar do tempo, resultado diferente

ao encontrado para ‘Cledpatra x Swingle’ (1614) e HRS 643.
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Tabela 2. Valores médios de Ct obtidos aos 8, 12 e 16 meses no caule de plantas

apos a inoculacdo de Ca. Liberibacter asiaticus em laranjeira ‘Valéncia’

enxertadas em 16 porta-enxertos. IAC — Cordeirépolis, 2012

Ct (caule)
Porta_Enxerto Teste F C.V. (%)
8 M.A.L. 12 M.A.IL 16 M.A.l

Clementina x trifoliata (1615) | 34,28 ab A 34,28ab A 29,35bcA | 3,80ns 14,15
HRS 643 3195ab A 32,46ab A 28,37cB | 18,18 * 5,34
Cled6patra x Swingle (1614) 3520abA 34,80abA 31,83abcB | 691* 6,52
Cled6patra x Rubidoux (1600) | 37,28 a A 36,42 a A 36,05aA | 0,38ns 8,79
HRS 702 3451abA 3467abA 3354abA | 0,33ns 9,82
HRS 849 34,17abA 34,72abA 3191labcA | 142ns 11,74
Troyer tetraploide 3325abA 34,39abA 3350abcA | 0,34 ns 9,52
Carrizo tetrapléide 37,36 a A 37,36 a A 36,14aA | 0,45ns 8,89
Flying Dragon 30,11 b A 30,53bA 31,29abcA | 0,62 ns 9,31
HRS 812 3196abB 3291abAB 34,46ab A | 6,92 ** 4,57
Changsha x English Large 3243abB 33,27abAB 34,66aA 3,68 * 5,55
Limoeiro Cravo 3491abA 3495abA 34,38abA | 0,03ns 14,59
Rhode Red + Volkameriano | 34,94ab A 34,65ab A 33,48abcA | 0,23ns 14,80
Poncirus trifoliata 3293ab A 3344abA 33,46abcA | 0,61ns 5,14
Sunki 3466ab A 3405abA 33,42abcA | 0,14ns 15,23
Citrumelo Swingle 33,82ab A 3346abA 3154abcA| 0,64ns 14,61
Teste F 2,46 ** 1,77 * 4,25 ** - -

DMS 5,93 5,77 5,14 - -

C.V. (%) 11,20 10,85 10,01 - -

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = ndo significativo; * = significativo a 5% ; ** = significativo a 1%

Para os valores médios de Ct a partir da raiz dos porta-enxertos (Tabela 3),

observou-se diferenca significativa entre os porta-enxertos. Os tratamentos ‘Sunki’,

‘Flying Dragon’ e citrumelo ‘Swingle’ foram os apresentaram a maior concentracao

da bactéria. Na analise para Cledpatra x Rubidoux (1600) n&do foi possivel

determinar o nivel de bactéria nas células radiculares.

Em estudos realizados por Albrecht e Bowman (2011), mudas de US-897

[hibrido de trifoliata e tangerina ‘Cledpatra’ (C. reticulata Blanco)] demonstraram

tolerancia a Liberibacter asiaticus devido a um aumento mais lento da bactéria

quando comparado com outros porta-enxertos.
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Shokrollah et al.,, (2010), ndo observaram sintomas de HLB apds seis
meses de inoculacdo nas combinacbes C. grandis como porta-enxerto, com
C. hystrix como interenxerto e C. reticulata como enxerto; e C. hystrix como
porta-enxerto, C. Grandis como interenxerto e C. reticulata como enxerto. Contudo, a
bactéria foi detectada no enxerto por analise de PCR.

Folimonova et al. (2009) n&o observaram a multiplicagéo substancial de Ca.
L. asiaticus em copas que apresentavam citrange ’'Carrizo’ comum como

porta-enxerto.

Tabela 3. Valores médios de Ct obtidos aos 17° meses na raiz apés a inoculacéo de
Ca. Liberibacter asiaticus em laranjeira ‘Valéncia’ enxertadas em

16 porta-enxertos. IAC — Cordeirépolis, 2012

Ct (raiz do porta-enxerto)

Porta_Enxerto 17 MAL
Clementina x trifoliata (1615) 32,71 abc
HRS 643 33,50 abc
Cleodpatra x Swingle (1614) 33,77 abc
Cleépatra x Rubidoux (1600) ND
HRS 702 35,01 abc
HRS 849 34,77 abc
Troyer tetraploide 34,64 abc
Carrizo tetrapléide 35,06 ab
Flying Dragon 31,43 bc
HRS 812 35,65 a
Changsha x English Large 35,31 ab
Limoeiro Cravo 32,83 abc
Rhode Red + Volkameriano 32,36 abc
Poncirus trifoliata 33,02 abc
Sunki 29,04 c
Citrumelo Swingle 31,82 bc
Teste F 4,17 **
DMS 7,49
C.V. (%) 6,45

Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ND = ndo determinado na célula; ** = significativo a 1%
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4.2. Respostas biométricas

Para os valores médios do diametro acima da linha da enxertia ndo houve
diferenca significativa dentro da mesma combinacéo (porta-enxerto x ‘Valéncia’) em
relacdo as plantas infectadas das néo infectadas. Diferencas entre os porta-enxertos
foram observadas apenas quando houve infec¢cao das mudas com HLB, destacando
limoeiro ‘Cravo’ por ter apresentado o maior didametro em relacdo aos outros
porta-enxertos apesar de estatisticamente ser considerado semelhante ao ‘Carrizo’
tetrapldide, ‘Flying Dragon’, HRS 812, ‘Rhode Red + Volkameriano’ (hibrido
somatico), ‘Poncirus trifoliata’ e ‘Sunki’ (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores médios do diametro do tronco (mm), acima da linha da enxertia,

de laranjeira ‘Valéncia’ sobre 16 porta-enxertos, infectados e ndo com Ca.

Liberibacter asiaticus. EECB, 2012

Porta_Enxerto Infectado N&o Infectado | Média Teste F C.V(%)
Clementina x trifoliata (1615) 1267b A 14,56 a A 13,21 1,95ns 11,93
HRS 643 12,79b A 14,37 a A 13,24 1,35ns 7,97
Cleodpatra x Swingle (1614) 13,93b A 13,19a A 13,72 0,30ns 13.72
Cledpatra x Rubidoux (1600) 13,17 b A 14,07 a A 13,43 0,45ns 8.16
HRS 702 13,19b A 1292 aA 13,12 0,04ns 12.56
HRS 849 13,34b A 1296 aA | 13,23 0,08ns 8.20
Troyer tetraploide 13,57b A 14,11 aA 13,72 0,16 ns 19.92
Carrizo tetraploide 15,04 ab A 15,78 a A 15,16 0,17ns 9.83
Flying Dragon 14,46 ab A 15,68 a A 14,81 0,80ns 11.37
HRS 812 14,37 ab A 14,45a A 14,39 0,00ns 4.69
Changsha x English Large 1222b A 11,60 a A 12,04 0,21 ns 13.25
Limoeiro Cravo 1791aA 15,59a A 17,25 2,95ns 6.28
Rhode Red + Volkameriano 15,19ab A 16,24aA 15,49 0,60ns 10.21
Poncirus trifoliata 1442 ab A 1482aA 14,53 0,09ns 16.15
Sunki 15,03 ab A 13,65aA 1463 1,04ns 8.60
Citrumelo Swingle 13,57b A 12,06 a A 13,14 1,25ns 12.67
Média 14,05 14,07 - - -
Teste F 3,56 ** 1,31 ns - - -
C.V. (%) 11,58 12,20 - - -

Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e mailsculas (linha) nédo diferem entre si

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = néo significativo; ** = significativo a 1%

Quanto aos valores do diametro de caule abaixo da linha da enxertia

(Tabela 5), ndo houve diferenca significativa entre as plantas que foram infectadas

das nédo infectadas, porém pode-se observar que os valores médios dos diametros

das plantas, nédo infectadas, foram em sua maioria, superiores ao das plantas que

receberam a bactéria dentro do mesmo porta-enxerto. Entre os porta-enxertos foi

observado diferenca significativa apenas para as plantas que foram infectadas,

sendo o0 ‘Rhode Red + Volkameriano’ ( hibrido somatico ) o que apresentou o0 maior
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valor médio de diametro, diferindo estatisticamente somente do HRS 849.

Em experimentos realizados por Albrecht e Bowman (2011), mudas de
tangerinas ‘CleGpatra’ apresentaram uma forte expressao foliar dos sintomas de HLB
apos a inoculacdo com Ca. L. asiaticus, e 0 crescimento meédio no diametro de sua
haste foram significativamente inferiores em relacdo as mudas néo infectadas. No
mesmo estudo plantas de US-897 (hibrido de trifoliata e tangerineira ‘Cledpatra’)
também apresentaram certa reducdo no didmetro, porém menos grave e hao

significativa.

Tabela 5. Valores médios do diametro do tronco (mm), abaixo da linha da
enxertia, de 16 porta-enxertos sob laranjeira ‘Valéncia’, infectados e

nao com Ca. Liberibacter asiaticus. EECB, 2012

Porta_Enxerto Infectado  N&o Infectado | Média Teste F C.V. (%)
Clementina x trifoliata (1615) | 16,89 ab A 19,94a A 17,76 2,42ns 13,55
HRS 643 16,60 ab A 20,22 a A 17,64 3,39ns 8,59
Cleopatra x Swingle (1614) 18,03 ab A 17,48 a A 17,87 0,08ns 11,27
Cledpatra x Rubidoux (1600) | 16,24 ab A 18,97 a A 17,02 1,93 ns 7,20
HRS 702 16,81 ab A 17,03 a A 16,87 0,0lns 12,72
HRS 849 15,97 b A 15,72 a A 15,89 0,02ns 7,39
Troyer tetraploide 16,69 ab A 17,78 a A 17,00 0,31 ns 19,02
Carrizo tetrapléide 18,01 ab A 21,43 aA 18,58 1,77 ns 4,51
Flying Dragon 17,28 ab A 19,50 a A 1791 128ns 12,50
HRS 812 20,03 ab A 19,37 a A 19,84 0,11ns 8,41
Changsha x English Large 16,93 ab A 18,48 a A 17,37 0,62ns 10,84
Limoeiro Cravo 19,85ab A 19,89a A 19,86 0,00ns 4,87
Rhode Red + Volkameriano 20,56 a A 21,47 a A 20,82 0,21ns 16,94
Poncirus trifoliata 19,15ab A 1991aA 19,37 0,15ns 15,81
Sunki 17,14 ab A 15,68 a A 16,72 0,56ns 15,56
Citrumelo Swingle 19,59 ab A 19,65a A 19,60 0,00ns 19,92
Média 17,86 18,82 - - -
Teste F 2,03* 1,05ns - - -
C.V. (%) 12,83 13,19 - - -

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = n&o significativo; * = significativo a 5%
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Em relacdo a altura do colo da planta ao enxerto (Tabela 6), nenhuma
diferenca significativa foi encontrada, independente, se a comparacao foi realizada

entre ou dentro dos porta-enxertos decorrente da infec¢gao ou néo.

Tabela 6. Valores médios da altura (cm) do colo da planta a regido de enxertia de
laranjeira ‘Valéncia’ sobre 16 porta-enxertos, infectados e ndo com Ca.
Liberibacter asiaticus. EECB, 2012

Porta_Enxerto Infectado N&o Infectado |Média Teste F C.V. (%)
Clementina x trifoliata (1615) | 15,20 a A 16,00 a A 15,42 0,22ns 11,15
HRS 643 16,00 a A 13,50a A 15,28 2,14ns 21,2
Clebpatra x Swingle (1614) |15,20a A 15,00 a A 15,14 0,01 ns 13,47
Cleopatra x Rubidoux (1600) | 17,00 a A 15,50 a A 16,57 0,77ns 8,74
HRS 702 16,00 a A 16,00 a A 16,00 0,00ns 8,84
HRS 849 15,80 a A 16,00 a A 15,85 0,01 ns 15,65
Troyer tetraploide 15,40 a A 16,50 a A 15,71 0,41ns 13,26
Carrizo tetraploide 16,40 a A 16,00 a A 16,33 0,03ns 3,01
Flying Dragon 16,00 a A 17,00 a A 16,28 0,34ns 12,28
HRS 812 16,00 a A 18,50a A 16,71 2,14ns 7,80
Changsha x English Large 14,40 a A 16,00 a A 14,85 0,88ns 16,27
Limoeiro Cravo 16,80 a A 15,50 a A 16,42 0,58ns 12,56
Rhode Red + Volkameriano | 18,00 a A 16,50 a A 17,57 0,77ns 12,07
Poncirus trifoliata 16,00 a A 15,50 a A 15,85 0,09ns 12,13
Sunki 15,00 a A 14,00 a A 14,71 0,34ns 12,89
Citrumelo Swingle 16,40 a A 18,50 a A 17,00 1,51 ns 14,34
Média 15,97 16,00 - - -
Teste F 0,89 ns 0,83 ns - - -
C.V. (%) 12,42 13,01 - - -

Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = nao significativo

Quanto aos valores médios da altura do enxerto a poda (Tabela 7),
observou-se que a Unica diferenca significativa para a infeccdo dentro do mesmo
tratamento ocorreu na tangerineira ‘Sunki’, ja entre o0s porta-enxertos houve

diferencas significativas tanto nas plantas infectadas quanto nas néo infectadas. Nas
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plantas infectadas, os maiores valores médios para essa caracteristica entre os
porta-enxertos foram observados em HRS 643 e ‘Changsha x English Large’,
diferindo se do limoeiro ‘Cravo’, tangerineira ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’. Enquanto
gue nas plantas ndo infectadas, o maior valor médio foi da HRS 643, diferindo

estatisticamente da tangerineira ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’.

Tabela 7. Valores médios da altura (cm) da regido de enxertia a poda de laranjeira
‘Valéncia’ sobre 16 porta-enxertos, infectados e nao com Ca. Liberibacter
asiaticus. EECB, 2012

Porta_Enxerto Infectado N&o Infectado | Média Teste F C.V. (%)
Clementina x trifoliata (1615) |{34,00ab A 35,00 ab A 34,28 0,34ns 4,12
HRS 643 36,00 a A 37,00a A 36,28 0,34ns 3,02
Cledpatra x Swingle (1614) [32,60ab A 34,00ab A 33,00 0,66ns 3,64
Cledpatra x Rubidoux (1600) {33,40ab A 34,00 ab A 33,57 0,12ns 4,84
HRS 702 32,80abA 3250abcA | 32,71 0,03ns 5,69
HRS 849 3540ab A  35,00ab A 3528 0,05ns 5,84
Troyer tetraploide 3440ab A 35,00ab A 34,57 0,12ns 4,33
Carrizo tetrapléide 32,80ab A 35,00ab A 33,16 0,95ns 4,83
Flying Dragon 33,60ab A 3350abcA | 33,57 0,00ns 6,21
HRS 812 34,00abA  34,00ab A 34,00 0,00ns 4,16
Changsha x English Large 35,60 a A 34,50 ab A 35,28 0,41ns 3,95
Limoeiro Cravo 31,00b A 34,00 ab A 31,85 3,04ns 6,28
Rhode Red + Volkameriano [33,20ab A 34,00 ab A 33,42 0,22ns 4,40
Poncirus trifoliata 33,40ab A 33,50abcA | 33,42 0,00ns 10,34
Sunki 24,00 c B 28,00 bc A 25,14 541* 16,49
Citrumelo Swingle 2540 c A 25,00c A 25,28 0,05ns 7,75
Média 32,60 33,32 - - -
Teste F 13,14 ** 3,95 ** - - -
C.V. (%) 6,18 9,87 - - -

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas (coluna) e maiusculas (linha) n&o diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = nao significativo; * = significativo a 5%; ** = significativo a 1%
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De acordo com a tabela 8, nenhuma diferenga significativa, entre e dentro

dos porta-enxertos infectados ou néo, foi observada para os valores médios em

relagdo ao comprimento do langamento.

Tabela 8. Valores médios do comprimento (cm) do langcamento de laranjeira

‘Valéncia’ sobre 16 porta-enxertos, infectados e ndo com Ca. Liberibacter
asiaticus. EECB, 2012

Porta_Enxerto Infectado N&o Infectado | Média Teste F C.V. (%)
Clementina x trifoliata (1615) | 74,60 a A 68,50 a A 72,85 0,14 ns 18,96
HRS 643 65,20aA 7550aA 68,14 0,40 ns 4,79
Cleopatra x Swingle (1614) |74,40aA 58,00 a A 69,71 1,01ns 40,68
Cleopatra x Rubidoux (1600) | 74,80 a A 93,00 a A 80,00 1,24ns 12,48
HRS 702 76,80aA 9250aA 81,28 0,93ns 27,48
HRS 849 67,40aA 7550aA 69,71 0,25ns 18,63
Troyer tetraploide 68,80aA 64,50aA 67,57 0,07 ns 36,65
Carrizo tetraploide 81,80a A 88,00 a A 82,83 0,08 ns 15,54
Flying Dragon 59,40 a A 78,00 a A 64,71 1,30 ns 26,63
HRS 812 87,40aA 6450aA 80,85 1,97ns 11,09
Changsha x English Large 65,40 a A 77,00 a A 68,71 0,51 ns 26,35
Limoeiro Cravo 79,40 a A 83,00 a A 80,42 0,05ns 28,76
Rhode Red + Volkameriano |86,00 a A 83,50 a A 85,28 0,02ns 19,28
Poncirus trifoliata 72,80 a A 68,50 a A 71,57 0,07 ns 25,82
Sunki 80,40aA 8150aA 80,71 0,00 ns 41,34
Citrumelo Swingle 85,60 a A 61,00 a A 78,57 2,27 ns 28,15
Média 75,01 75,38 - - -
Teste F 0,89 ns 0,59 ns - - -
C.V. (%) 24,25 26,82 - - -

Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = nao significativo

Os resultados dos valores médios da massa fresca da parte aérea da

laranjeira ‘Valéncia’ (Tabela 9), apresentaram significAncia apenas entre o0s

porta-enxertos para as plantas que foram infectadas. O limoeiro ‘Cravo’ foi 0 que

apresentou o maior valor médio para essa variavel, diferindo apenas do HRS 643.
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Apesar de o limoeiro ‘Cravo’ ter sido superior a ‘Clementina x trifoliata’ (1615), em
aproximadamente 99 g/planta, em relacdo a massa fresca da parte aérea, néo
houve diferenga significativa entre os mesmos.

Observou-se que as plantas que apresentavam em seu dossel uma maior
distribuicdo de sintomas de HLB foram extremamente prejudicadas quanto sua
massa fresca da parte aérea, pois as folhas sintomaticas caem facilmente além de
serem menores e curvadas. Sintomas esses também observados por Bové (2006),
onde as folhas de ramos sintomaticos apresentam-se curvadas, de tamanho
reduzido, com nervuras mais grossas e escurecidas, e em estadios mais avancados

da doenca podem ocorrer desfolha e morte de ponteiros.
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Tabela 9. Valores médios da massa fresca (g.planta™) da parte aérea de plantas de

‘Valéncia’' sobre 16 porta-enxertos, infectados e ndo com Ca. Liberibacter
asiaticus. EECB, 2012

Porta_Enxerto Infectado  Nao Infectado | Média Teste F C.V. (%)
Clementina x trifoliata (1615) | 131,40ab A  203,00aA |151,85 3,37ns 26,29
HRS 643 123,80b A 169,50a A |[136,85 1,37ns 16,72
Cledpatra x Swingle (1614) 152,40abA 156,00aA |153,42 0,01ns 4524
Cledpatra x Rubidoux (1600) | 151,60ab A  159,00a A |153,71 0,04ns 19,48
HRS 702 141,20ab A 16450aA |[147,85 0,36ns 29,76
HRS 849 142,20 ab A 154,00 a A 145,57 0,09ns 22,02
Troyer tetraploide 170,00 abA 138,00aA 160,85 0,67ns 40,09
Carrizo tetrapléide 208,60 ab A  248,00aA |215,16 0,60ns 20,09
Flying Dragon 165,60ab A 22450a A |182,42 2,28ns 36,98
HRS 812 200,60 ab A 178,00aA [194,24 0,34ns 11,90
Changsha x English Large 140,40ab A 15150aA |143,57 0,08ns 24,69
Limoeiro Cravo 230,60 a A 178,00a A |21557 182ns 25,89
Rhode Red + Volkameriano |173,80ab A  250,00a A |19557 3,82ns 26,49
Poncirus trifoliata 175,80ab A 16350aA |172,28 0,10ns 18,32
Sunki 173,40ab A 130,50aA [161,14 121ns 3441
Citrumelo Swingle 158,80ab A  120,00aA |147,71 0,99ns 23,23
Média 165,01 171,87 - - -
Teste F 1,94 * 1,21 ns - - -
C.V. (%) 28,32 28,31 - - -

Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = néo significativo; * = significativo a 5%

Os valores da massa fresca do sistema radicular (Tabela 10) apresentaram

diferencas significativas entre 0s porta-enxertos apenas nas plantas infectadas,

podendo ser destacado a desempenho do ‘Carrizo’ tetrapléide que apresentou o

maior valor médio para essa caracteristica biométrica diferindo significativamente da

HRS 643. Vale ressaltar, que de maneira geral, a presenca da bactéria Ca.

Liberibacter asiaticus nas plantas reduziu a massa fresca do sistema radicular,

porém esse resultado s6 ficou comprovado para ‘Clementina x trifoliata’ (1615) e

HRS 643.
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Albrecht e Bowman (2012), avaliando a resposta de oito porta-enxertos
(hibridos de ‘Poncirus trifoliata’ US-802, US-812, US-897, e US-942, citrange
‘Carrizo’, trifoliata ‘Benecke’, ‘Volkameriano’, e ‘Cledpatra’), observaram que aos 12
meses de inoculacdo, sintomas foliares da doenga foram variaveis em extenséo,
sendo destaque na maioria dos genotipos, exceto US-897. Os autores sugerem
nesse estudo a classificacdo de ‘Carrizo’, US-897, e US-942 como tolerantes,
US-802, US-812, e ‘Volkameriano’ como moderadamente tolerantes, e ‘Cledpatra’
suscetivel ao Ca. Liberibacter asiaticus. Apesar da irregularidade no crescimento, as
baixas taxas de infeccdo e numeros de bactéria indicam alguma toleréncia de
‘Benecke’.

Tolerancia ao HLB tem sido relatada para algumas cultivares comumente
utilizadas como porta-enxertos, particularmente ‘Poncirus trifoliata’ L. Raf. e alguns
de seus hibridos. Na Africa do Sul, McClean e Schwarz (1970) n&o encontrou
qualquer sintoma bem definido da doenca em ‘P. trifoliata’ apds a inoculacdo com
borbulhas infectadas. Resultado semelhante foi relatado em Taiwan por Miyakawa
(1980), e recentemente por Albrecht et. al. (2012), que identificaram um hibrido de
trifoliata, o US-897 (‘C. reticulata x P. trifoliata’) tolerante a doenca. No mesmo
estudo, plantas sobre ‘Carrizo’ foram classificadas como tolerante ao HLB com base
na auséncia de sintomas foliares e crescimento saudavel das plantas infectadas.
Folimonova et al. (2009), analisando a resposta de 30 cultivares de porta-enxertos
em relagdo a Ca. L. asiaticus, também observaram pouco ou nenhum sintoma foliar

e reducdo de crescimento em plantas citricas sobre ‘Carrizo’.
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Tabela 10. Valores médios da massa fresca (g.planta™) do sistema radicular dos 16

porta-enxertos sob laranjeira ‘Valéncia’, infectados e ndo com Ca.

Liberibacter asiaticus. EECB, 2012

Porta_Enxerto Infectado  Nao Infectado | Média Teste F C.V. (%)
Clementina x trifoliata (1615) |106,40abB  210,00aA |136,00 5,67 * 39,26
HRS 643 93,00b B 208,00a A |125,85 6,98 ** 14,56
Cledpatra x Swingle (1614) |127,20abA 134,00aA |129,14 0,02 ns 53,60
Cledpatra x Rubidoux (1600) |139,60ab A 21550aA |161,28 3,04 ns 19,59
HRS 702 128,00ab A 148,00aA |133,71 0,21ns 24,33
HRS 849 190,40ab A 194,00aA |19142 0,01ns 33,28
Troyer tetraploide 143,40abA 13450a A |140,85 0,04 ns 50,19
Carrizo tetrapléide 205,20a A 236,00aA |[210,33 0,29 ns 6,32
Flying Dragon 138,80ab A 206,50a A 158,14 2,42ns 42,32
HRS 812 142,20 ab A 170,00 a A 150,14 0,41 ns 16,14
Changsha x English Large 160,00ab A 192,00aA 169,14 0,54 ns 53,22
Limoeiro Cravo 181,00abA 178,00aA (180,14 0,00 ns 31,24
Rhode Red + Volkameriano |144,80ab A 216,00a A |165,14 2,68 ns 29,88
Poncirus trifoliata 161,60ab A 180,00aA 166,85 0,18 ns 24,15
Sunki 117,00 ab A 86,00 a A 108,14 0,51ns 34,19
Citrumelo Swingle 113,20ab A  147,00aA 122,85 0,60ns 33,79
Média 143,23 176,61 - - -
Teste F 2,03* 1,08 ns - - -
C.V. (%) 33,59 34,20 - - -

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas (coluna) e maitsculas (linha) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = néo significativo; * = significativo a 5% ; ** = significativo a 1%

Quanto os valores médios do volume do sistema

radicular

dos

porta-enxertos sob laranjeira ‘Valéncia’ (Tabela 11), observou-se que todos os porta-

enxertos, quando infectados com o HLB reduziram o volume de suas raizes, apesar

de que as diferencas significativas das plantas infectadas em relacdo as nao

infectadas so foi encontrada dentro dos tratamentos ‘Clementina x trifoliata’ (1615),

HRS 643 e ‘Cledpatra x Rubidoux’ (1600). Entre os 16 porta-enxertos nao se
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observaram diferencas significativas com relacdo ao sistema radicular nas plantas
infectadas ou néo.

Os porta-enxertos, HRS 643 e ‘Cledpatra x Rubidoux’ (1600) com excec¢ao
do ‘Clementina x trifoliata’ (1615), foram os que tiveram maior reducéo de volume
radicular, e os dois primeiro apresentam a tangerina ‘Cledpatra’ como um dos
genitores. No entanto, para HRS 702, apesar da reducdo de 25%, o efeito ndo foi
significativo. Dados que confirmam o relatado por Lopes e Frare (2008), que ao
avaliarem a reacdo dos porta-enxertos ao Ca. L. americanus, observaram que a
tangerina ‘Cledpatra’ € o porta-enxerto mais afetado.

A diminuicdo do volume e morte das raizes pela infeccao da planta com HLB
foi demonstrada por Etxeberria et. al. (2009), onde constataram que o amido
localizado nas raizes das arvores afetadas vai sendo esgotado com o passar do
tempo ja que os mesmos sdo consumidos para manter as atividades metabolicas da

raiz.
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Tabela 11. Valores médios do volume (cm® do sistema radicular dos 16 porta-

enxertos sob laranjeira ‘Valéncia’, infectados e ndo com Ca. Liberibacter
asiaticus. EECB, 2012.

Porta_Enxerto Infectado N&o Infectado | Média Teste F C.V. (%)
Clementina x trifoliata (1615) |{114,00aB 212,50a A |142,14 3,98* 23,92
HRS 643 110,00aB 22250aA |142,14 5,19* 19,93
Clebpatra x Swingle (1614) |146,00aA 170,00aA |152,85 0,24ns 58,75
Cledpatra x Rubidoux (1600) [148,00aB 270,00aA |182,85 6,10* 19,38
HRS 702 152,00aA 20250aA |166,42 1,05ns 26,66
HRS 849 184,00aA 210,00aA |191,42 0,28ns 27,16
Troyer tetraploide 154,00aA 160,00aA |155,71 0,01ns 50,83
Carrizo tetrapléide 214,00aA 280,00aA |22500 1,04ns 5,83
Flying Dragon 14500a A 222,50aA |167,14 2,46ns 46,43
HRS 812 160,00aA 180,00aA |165,71 0,16ns 14,78
Changsha x English Large 174,00aA 20500aA |18285 0,39ns 51,05
Limoeiro Cravo 200,00a A 212,50aA |203,57 0,06ns 32,00
Rhode Red + Volkameriano |170,00a A 250,00aA |192,85 262ns 3041
Poncirus trifoliata 189,00a A 19500aA |187,85 0,01ns 28,14
Sunki 137,00aA 140,00aA |126,42 0,56ns 38,06
Citrumelo Swingle 154,00aA 21500aA |171,42 152ns 39,37
Média 159,43 203,70 - - -
Teste F 1,15ns 0,96 ns - - -
C.V. (%) 33,43 34,01 - - -

Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e mailsculas (linha) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ns = néo significativo; * = significativo a 5%

Plantas citricas infectadas com HLB desenvolvem sintomas gerais de
deficiéncia nutricional na folha, ramos e frutos (GRACA, 1991; FUNDECITRUS,
2009). Alguns sintomas foliares da doenga se assemelham a deficiéncia intensa de
nutrientes como ferro e zinco (BOVE, 2006, LOPES & FRARE, 2008), e podem
apresentar de maneira geral concentracoes foliares de nitrogénio, potassio, calcio, e
enxofre inferiores as plantas sadias (MALAVOLTA et al, 2005).

Malavolta et al. (2005), em estudos com plantas de Valéncia e Westin sob

Cravo com 6 anos de idade e Taiti com 2 anos e meio infectadas com HLB,
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definiram as tendéncias na variacdo de teores dos elementos com o avanco da
doenca, e os mesmos concluiram que ha uma diminuicdo nos teores de N, K, Ca,
Mg, S e Zn, aumento na concentracdo de P, Cu e Fe, e Mn e B ndo apresentaram
uma tendéncia clara em comparagcdo com folhas sem sintomas. Segundo o0s
mesmos autores, quando se comparam essas informacdes véem-se variagcbes em
fungéo das variedades e o nivel de severidade da doenca.

Os resultados dos valores médios da andlise foliar da laranjeira ‘Valéncia’
entre os porta-enxertos para o nitrogénio (Tabela 12), apresentaram significancia
tanto nas plantas infectadas quanto nas nao infectadas. Nas plantas infectadas de
‘Valéncia’, o teor médio de N das mudas sobre HRS 702 foi o que apresentou menor
valor para esse macronutriente, sendo semelhante ao HRS 849, ‘Troyer’ tetraploide
e HRS 643. Para as plantas ndo infectadas, ‘Cle6patra x Swingle’ (1614) apresentou
0 maior valor médio para o teor de nitrogénio diferindo estatisticamente de
‘Clementina x trifoliata’ (1615), ‘Carrizo’ tetrapldide, ‘Flying Dragon’, limoeiro ‘Cravo’,
‘Rhode Red + Volkameriano’, ‘Poncirus trifoliata’, tangerineira ‘Sunki’ e citrumelo
‘Swingle’. Dentro do mesmo tratamento, a maioria das plantas infectadas apresentou
uma concentracao de N superior em relacdo as mudas néo infectadas. As diferencas
significativas foram observadas para as plantas enxertadas nos porta-enxertos
‘Clementina x trifoliata’ (1615), ‘Carrizo’ tetraploide, ‘Flying Dragon’, HRS 812,
limoeiro ‘Cravo’, ‘Rhode Red + Volkameriano’, ‘Poncirus trifoliata’, tangerineira
‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’.

Os resultados de N nas folhas de ‘Valéncia’ sobre a maioria dos
porta-enxertos na comparacdo dentro do mesmo tratamento, onde as plantas
infectadas apresentaram teores maiores em relagdo as ndo infectadas, foi contréario
aos encontrados em plantas a campo por Malavolta et al., (2005), Bové, (2006),
Lopes e Frare, (2008). O resultado encontrado no experimento pode ser explicado
por uma maior mobilizacdo de reservas de N das raizes para a copa, e o fato que a
andlise foliar das plantas infectadas foi realizada com a mistura de folhas
sintomaticas e ndo sintométicas.

Os valores médios de fésforo (P) na laranjeira ‘Valéncia® (Tabela 12),
apresentaram diferencas estatisticas entre os porta-enxertos apenas nas plantas
ndo infectadas, e no ‘Troyer’ tetraploide observou-se o maior valor médio para esse
nutriente diferindo significativamente de ‘Clementina x trifoliata’ (1615), HRS 643,
‘Cledpatra x Swingle’ (1614), HRS 702, HRS 849 e tangerineira ‘Sunki’. Dentro do
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mesmo porta-enxerto a diferenca ficou para citrangeiros ‘Troyer e ‘Carrizo’
tetrapldides, ‘Changsha x English Large’ e ‘Rhode Red + Volkameriano’, sendo que
nesses os teores de P nas plantas ndo infectadas foram sempre superiores em
relagdo as mudas infectadas.

Quanto aos valores médios de potassio (K) entre os porta-enxertos, foi
observado diferenca significativa tanto nas plantas infectadas e nao infectadas, e
nas duas situacdes o ‘Rhode Red + Volkameriano’ apresentou a maior média do teor
de K em relacdo aos demais porta-enxertos, porém esse tratamento na presenca da
bactéria é semelhante estatisticamente a HRS 702, ‘Troyer’ tetraploide, ‘Changsha x
English Large’, limoeiro ‘Cravo’,'Poncirus trifoliata’ e citrumelo ‘Swingle’. Para as
plantas ndo infectadas, o hibrido somatico diferiu dos HRS 643, ‘Cledpatra X
Rubidoux’ (1600), HRS 702, HRS 849, citrangeiros ‘Troyer’ e ‘Carrizo’ tetrapléides e
HRS 812. Dentro do mesmo porta-enxerto a diferenca significativa foi observada em
‘Rhode Red + Volkameriano’ e tangerineira ‘Sunki’, sendo que nesses os valores
meédios de potassio nas plantas ndo infectadas foram superiores ao das plantas que
receberam a bactéria (Tabela 12).

Em relacdo aos valores médios de calcio (Ca), observaram-se duas
diferencas significativas para a infecgéo dentro do mesmo tratamento, ‘Clementina x
trifoliata’ (1615) e HRS 849. Entre os porta-enxertos houve diferengas significativas
tanto nas plantas infectadas quanto nas nado infectadas. Nas plantas infectadas, os
maiores valores encontrados para o Ca foram no ‘Carrizo’ tetraploide, limoeiro
‘Cravo’, HRS 849 e ‘Sunki’. Nas plantas nao infectadas, o ‘Carrizo’ também teve as
maiores concentracdes de calcio e os menores valores para esse macronutriente foi
observado em ‘Poncirus trifoliata’ (Tabela 12).

Houve diferenca significativa tanto entre as plantas infectadas e nao
infectadas para os valores médios de magnésio (Mg). Nas mudas infectadas os
maiores teores foram apresentados em tangerineira ‘Sunki’, que diferiu dos demais
porta-enxertos. Para as nao infectadas, as maiores concentracdoes de Mg foram da
prépria tangerineira ‘Sunki’ e ‘Poncirus trifoliata’, diferindo estatisticamente apenas
do limoeiro ‘Cravo’. Dentro do mesmo tratamento observou-se que todas as mudas,
guando infectadas com o HLB reduziram o teor desse nutriente, apesar de que a
diferenca estatistica das plantas infectadas em relacdo as néo infectadas sé foi
encontrada em ‘Clementina x trifoliata’ (1615), ‘Cledpatra x Rubidoux’ (1600), HRS
702, HRS 849, ‘Troyer’ tetrapldide, ‘Flying Dragon’ e citrumelo ‘Swingle’ (Tabela 12).
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Os valores médios de enxofre (S) apresentaram diferencas estatisticas entre
tratamentos apenas nas plantas infectadas, sendo que as mudas sob ‘Changsha x
English Large’ apresentaram os maiores teores desse macronutriente diferindo de
HRS 812, HRS 702, ‘Cle6patra x Swingle’ (1614), ‘Cledpatra x Rubidoux’ (1600) e
‘Clementina x trifoliata’ (1615). Dentro do mesmo tratamento apenas o ‘Poncirus
trifoliata’, apresentou significancia entre plantas infectadas e nao infectadas (Tabela
12).
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Para os valores médios de boro (B), observou-se diferenca significativa entre
as plantas infectadas e ndo. Mudas sobre ‘Changsha x English Large’ continham os
maiores teores de B nas duas situacdes, diferindo significativamente nas plantas
infectadas de ‘Clementina x trifoliata’ (1615), HRS 643, citrange ‘Troyer’, ‘Rhode Red
+ Volkameriano’, tangerineira ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’. Nas n&o infectadas
apresentou-se semelhante a HRS 643, ‘Carrizo’, HRS 812 e ‘Rhode Red +
Volkameriano’. Quatro tratamentos diferiram na comparacdo entre as plantas
infectadas e nao infectadas: HRS 643, ‘Rhode Red + Volkameriano’, HRS 702 e
‘Poncirus trifoliata’, entretanto nos dois primeiros porta-enxertos citados, as médias
dos teores de boro nas plantas infectadas foram menores do que nas nao
infectadas, resultado diferente ao encontrado para os outros dois (Tabela 13).

Em relacéo aos valores médios dos micronutrientes cobre (Cu) e ferro (Fe),
nenhuma diferenca significativa foi encontrada, independente, se a comparacgao foi
realizada entre ou dentro dos porta-enxertos decorrente da infeccdo ou nao
(Tabela 13).

Quanto aos valores médios de manganés (Mn), ndo houve diferenca
significativa dentro do mesmo porta-enxerto. Entre os porta-enxertos foi observado
diferenca significativa tanto nas plantas infectadas e nao infectadas. Nas plantas
com a presenca da bactéria, ‘Changsha x English Large’ apresentou o maior valor
meédio, mas estatisticamente é semelhante a ‘Cledpatra x Swingle’ (1614), ‘Cledpatra
x Rubidoux’ (1600), HRS 849, citrangeiros ‘Troyer’ e ‘Carrizo’ tetrapldides e ‘Flying
Dragon’. Para as mudas nao infectadas, observou-se que o ‘Troyer tetrapléide
apresentou os maiores valores médios de Mn, e diferiu de ‘Clementina x trifoliata’
(1615), HRS 643, ‘Poncirus trifoliata’, ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’ (Tabela 13).

Para os valores médios de zinco (Zn), diferencas estatisticas entre os
tratamentos houve apenas nas plantas infectadas, sendo ‘Rhode Red +
Volkameriano’ o0 que apresentou a maior concentracdo desse nutriente, porém
estatisticamente diferiu apenas de HRS 643. Dentro do mesmo porta-enxerto,
‘Cledpatra x Swingle’ (1614) e ‘Flying Dragon’, foram os uUnicos que diferiram as
plantas infectadas das néo infectadas. No entanto, vale ressaltar que a concentragcao
de Zn nas folhas das plantas nao infectadas sob todos os porta-enxertos foi superior

a das mudas infectadas (Tabela 13).
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A média geral dos teores de K, Ca, Mg e Zn das plantas infectadas foram
inferiores em relacdo as nao infectadas. Resultados semelhantes encontrados por
Lopes e Frare, (2008). Os micronutrientes Mn e B n&o apresentaram uma tendéncia
clara na comparagdo entre plantas infectadas e ndo do mesmo tratamento,
resultados semelhantes também encontrados por Malavolta et al, (2005).

Os valores médios para citros dos macronutrientes, em g.Kg™, N = 31,8;
P=23:K=267;Ca=190;Mg=38;S=24;e micronutrientes (mg.Kg™),
B=52 Cu=13, Fe =120, Mn = 21 e Z = 36, determinados por Girardi, et al.,
(2005) em mudas de laranjeira ‘Valéncia’ sobre citrumeleiro ‘Swingle’ apresentam
grandes variagbes em relacdo aos valores encontrados na andlise foliar do
experimento, seja na comparagcdo com as plantas infectadas ou ndo. Segundo
Mattos Junior et al., (2005), os teores foliares dos nutrientes ndo dependem
unicamente da disponibilidade do elemento no solo, pois sofrem influéncia de outros
fatores, como taxa de crescimento da planta, idade da folha, combinacdes copa e

porta-enxerto, e interag()es com outros nutrientes.
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V. CONCLUSOES

Os niveis de bactéria encontrados em plantas de laranjeira ‘Valencia’
sobre ‘Carrizo’ tetrapléide, apresentaram-se inferiores em relacdo aos
porta-enxertos estudados, que mostram este gendtipo como ‘diferencial’ ao
HLB.

Variaveis biométricas ndo sao adequadas para a avaliagdo da reacao ao
Ca. Liberibacter asiaticus de variedades porta-enxerto quando se utiliza plantas
enxertadas.

Os valores médios de macro e micronutrientes da analise foliar
encontrados no experimento nas plantas infectadas ou n&o, apresentaram

grandes variac6es quando comparados aos valores médios para citros.
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