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MULTIPLICAGAO DE Diaphorina citri E DE Candidatus LIBERIBACTER
ASIATICUS EM HIiBRIDOS DE CITROS INDICADOS COMO PORTA-ENXERTO

RESUMO - Huanglongbing (HLB) ou greening € uma doenga que, no Brasil,
esta associada as bactérias Candidatus Liberibacter asiaticus e a Ca. L. americanus,
ambas transmitidas pelo inseto Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae). O
HLB uma doenca altamente destrutiva e de dificil controle, sendo atualmente Ca. L.
asiaticus a mais frequentemente encontrada nos pomares. Nenhuma variedade
explorada comercialmente é resistente ao patdégeno ou ao inseto vetor. Visando
suprir as necessidades dos produtores por porta-enxertos mais produtivos e que
promovam reduc¢ao no volume da copa, diversos hibridos tém sido testados para uso
comercial nos ultimos anos. Sobre esses novos hibridos nada se sabe sobre seu
potencial em limitar o desenvolvimento da bactéria do HLB ou do inseto vetor,
caracteristicas que poderiam ser uteis no manejo da doenca. Em vista disso, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar taxas de multiplicagdo de Ca. L. asiaticus e
de D. citri em cinco novos hibridos indicados para uso como porta-enxertos. Para
fins de comparagao foram também incluidos no estudo os porta-enxertos comerciais
limoeiro ‘Cravo’, o citrumeleiro ‘Swingle’, Poncirus trifoliata, a tangerineira ‘Sunki’,
variedade de laranja doce ‘Valéncia’, e a planta ornamental murta (Murraya exotica).
A multiplicagao de D. citri foi determinada em brotos jovens sadios pela contagem
diaria do numero de ovos, ninfas e adultos gerados do acasalamento de dois casais
confinados por 72 horas ou até que ovos fossem visualizados. A multiplicagao de
Ca. L. asiaticus foi avaliada por meio de PCR quantitativo em raizes e na parte
aérea das plantas seis meses apds a inoculacdo do caule por enxertia de ramos
doentes, Influéncia dos gendtipos foi detectada tanto na multiplicacdo do inseto
como na multiplicagdo da bactéria. Maior numero de ovos foi encontrado no hibrido
81G513 e na laranjeira ‘Valéncia’, e menor numero em P. trifoliata. A viabilidade das
ninfas foi maior em murta e P. trifoliata € menor no hibrido 79AC. Menores titulos de
Ca. L. asiaticus foram detectados nas brota¢des da fonte de inéculo sobre o hibrido
81G513, e no caule e raiz do citrumeleiro ‘Swingle’, limoeiro ‘Cravo’, 75AB e P.
trifoliata. Estudos adicionais sdo necessarios para um melhor entendimento dos
resultados obtidos e para determinagao se os efeitos observados nos porta-enxertos
se repetem em copas de citros enxertadas sobre os mesmos.

Palavras chave: HLB, hibridos de porta-enxertos, gPCR



Diaphorina citri AND Candidatus LIBERIBACTER ASIATICUS MULTIPLICATION
ON CITRUS HYBRIDS INDICATED AS ROOTSTOCK

ABSTRACT - Huanglongbing (HLB), or greening, is a disease that in Brazil is
associated to the Candidatus Liberibacter asiaticus and Ca. Liberibacter americanus,
both transmitted by the insect Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae). HLB
is a disease highly destructive and of difficult control. Nowadays Ca. L. asiaticus
ismost frequently found in citrus orchards. No commercial variety is resistant to the
pathogen or insect vector. In order to satisfy grower necessity for more productive
rootstocks and that promote smaller canopies to facilitate harvesting, several new
hybrids have been tested for planting in the last years, For these hibrids no
information exist on their potential in limiting the multiplication of the HLB bacteria or
the vector, which could be used in disease management. In view of this, the
objective of the present work was to evaluate multiplication rates of Ca. L. asiaticus
and D. citri on five new hybrids suitable for use as rootstocks. For comparison
purposes, the commercial rootstocks ‘Cravo’ Rangpur lime, ‘Swingle’ citrumelo,
Poncirus trifoliata, and ‘Sunki’ mandarin, the sweet orange variety ‘Valencia’, and the
ornamental orange jasmine Murraya exotica also were included in the study. D. citri
multiplication was determined in healthy young shoots by daily counting of the
number of eggs, nymphs and adults generated from two adult mating pairs, after
confining them for 72 hours on the shoots or until eggs were observed. Ca. L.
asiaticus multiplication was evaluated by quantitative PCR on the aerial part and
roots of the plants, six months after stem graft inoculation. Influence of genotypes
was observed on the multiplication of the insect as well as on the multiplication of the
bacteria. The higher number of eggs was found on the hybrid 81G513 and on the
orange 'Valencia', and the lower number of eggs on P. trifoliata. Nymph viability was
higher on orange jasmine and P. trifoliata and lower on the hybrid 79AC. Smaller
titers of Ca. L. asiaticus were detected on the flushes of the inoculum source grafted
on the hybrid 81G513, and on the stem and roots of ‘Swingle’, ‘Cravo’, 75AB and P.
trifoliata. Additional studies are needed for a better understanding of the results
obtained in this work and for determining if the effects observed on the rootstocks will
repeat on citrus scions grafted on them.

Keywords: HLB, rootstock hybrids, qPCR



1. INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de citros, sendo responsavel
por 22% da producao total de laranja e por 52% da producao de suco (AGRIANUAL,
2014). Contudo, este cenario esta ameagado pelos sérios problemas fitossanitarios
que a citricultura tem enfrentado ao longo do tempo. Dentre os mais importantes da
atualidade, destaca-se o ‘huanglongbing’ (HLB), popularmente conhecido como
‘greening’. O HLB é considerado a doenca mais importante e destrutiva da cultura
sendo ja relatada nas principais areas produtoras do Brasil e do mundo (HALBERT;
MANJUNATH, 2004; SUTTON et al., 2005; GOTTWALD, 2010; BASSANEZI;
MONTESINO, 2011). Sua presenca nos pomares tem gerado significativas perdas
de produtividade e consideravel aumento nos custos de producao (DA GRACA,
1991; BOVE, 2006; GOTTWALD, 2010).

Mundialmente, o HLB esta associado a trés espécies de bactérias Gram-
negativas (GARNIER et al., 1984; TEIXEIRA et al., 2005) pertencentes ao grupo das
alfa-proteobactérias (JAGOUEIX et al., 1994) que colonizam o floema das plantas.
Sao denominadas de Candidatus Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter africanus e
Ca. Liberibacter americanus (JAGOUEIX et. al., 1994; TEIXEIRA et al., 2005). Sao
disseminadas por insetos vetores sendo o psilideo asiatico dos citros, Diaphorina
citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), relatado pela primeira vez no Brasil em 1942
(COSTA LIMA, 1942), o vetor de Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus (CAPOOR et
al.,1967; YAMAMOTO et al., 2006), ambas as espécies encontradas em 2004 nos
pomares brasileiros (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005), e o
psilideo africano Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Triozidae) o vetor de Ca.
Liberibacter africanus (McCLEAN, et al.,1965).

No manejo da doenga destaque deve ser dado ao inseto vetor. Apesar de em
grandes populagdes poder danificar diretamente as plantas levando ao enrolamento
das folhas engruvinhamento das brotagdes e morte das gemas apicais, resultado
das picadas sucessivas em busca de alimento (MEAD, 1977), e interferir na
atividade fotossintética da planta e prejudicar visualmente a qualidade dos frutos,
resultado do crescimento de fumagina sobre os acucares (‘honeydew”) liberados

durante a alimentagcao (WANG et al., 1996), é o fato de transmitir as bactérias do
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HLB (HUNG et al., 2004) que o torna o mais temido inseto nos pomares onde o HLB
ja foi encontrado.

Estudos referentes a biologia de D. citri e a interacdo e transmissdo da
bactéria pelo inseto ainda tém produzidos resultados variaveis e contraditérios.
Segundo alguns autores a aquisicdo da bactéria ocorre em durante 15 a 30 minutos
(OBERHOLZER e HOFMEYR, 1955; CAPOOR; RAO; VISWANATH, 1974)ou 5 a7
horas (XU et al., 1987) de alimentagao na planta doente. O periodo de laténcia pode
variar de 24 horas (XU et al., 1987) a 21 dias (CAPOOR; RAO; VISWANATH, 1974).
Longos periodos de alimentagdo conferem ao inseto alta capacidade de transmitir a
bactéria (DA GRACA, 1991). As ninfas podem adquiri-la ja a partir do segundo
instar, mas somente a partir do quarto e quinto instares bem como os adultos sao
capazes de transmitir (FLOYD; KRASS, 2006; RAYCHAUDHURI, 1972; ZHAO,
1981).

O controle da doenca é baseado na prevencdo da infeccdo o que é
conseguido com o plantio de mudas sadias, eliminacdo de plantas doentes e
controle do inseto vetor. A ndo adogdo dessas medidas em escala regional tem
contribuido para o avanco da doenca, conforme se pode observar nos
levantamentos amostrais realizados de 2004 a 2012 pelo Fundo de Defesa da
Citricultura — FUNDECITRUS. A incidéncia de plantas com sintomas nos pomares
passou de 0,58% em 2008 para 6,91% em 2012. As regides mais afetadas sao as
centro e leste que em 2012 apresentaram, respectivamente, 9,9% e 14,8% das
plantas sintomaticas. A preocupag¢ao com o aumento da doenca inibe investimentos
para ampliacdo da area plantada. A doenca, encontrada primeiramente em Sao
Paulo, ja foi relatada também nos estados de Minas Gerais e Parana
(FUNDECITRUS, 2013).

As dificuldades de se adotar as medidas de controle citadas devem-se ao seu
alto custo de execugdo. Melhorias na pratica de manejo virdo quando houver um
melhor entendimento de todo o patossistema o que, por sua vez, é em parte
dificultado pelo fato de que as bactérias associadas ao HLB ainda n&o serem
facilmente cultivaveis em meio de cultura (BELASQUE Jr et al., 2009).

Conforme ja mencionado, ndo existe total compreensdo dos fatores que

podem influenciar a interagdo entre os componentes do patossistema HLB que
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incluem a planta citrica (combinagdo da copa e do porta-enxerto), a bactéria
Liberibacter e o inseto vetor. Dentre os componentes mencionados ainda né&o
investigados a contento € o porta-enxerto que, em tese, pode estar influenciando o
avanco do HLB no campo, de forma direta sobre a bactéria ou indireta sobre o inseto
vetor. Neste estudo procurou-se investigar este assunto testando-se o potencial de
novos hibridos indicados porta-enxerto, tanto na reducdo da multiplicacdo da

bactéria do HLB como na do inseto vetor.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico, importancia e manejo do Huanglongbing

O huanglongbing ou HLB, também conhecido como “greening”, & considerada
na atualidade como uma das doengcas mais ameacgadoras dos citros em nivel
mundial. Foi relatada pela primeira vez no Sul da China em 1919 como a doencga do
ramo amarelo (“yellow shoot disease”) (REINKING, 1919; LIN, 1956). Na Africa, em
1937, uma doenga com sintomas similares, mas transmitida por outra espécie de
psilideo e posteriormente demonstrada tratar-se de doenga associada a uma
espécie diferente de Liberibacter, foi descrita como “greening” (VAN DE MERWE e
ANDERSON, 1937). Nas Filipinas a doenga é conhecida como “mottle leaf’, na india
como “dieback” e na Indonésia como “vein phloem degeneration”.

A doenca foi relatada no continente americano em 2004, aonde se encontram
os dois maiores centros produtores de laranja usados na producdo de suco
concentrado - o Brasil e os Estados Unidos (BOVE, 2006). Nos anos que se
seguiram o HLB foi relatado em Cuba em 2007 (LLAUGER et al., 2008, PANTOJA et
al., 2008, LUIS et al., 2009), na Republica Dominicana (MATOS et al., 2009) e no
México (NAPPO - www.pestalert.org) em 2008, em Belize, Jamaica e Porto Rico em
2009 (International Society for Infectious Diseases - www.promedmail.org).

Desde o seu primeiro relato no Brasil em marco de 2004, na regido de
Araraquara, Estado de Sao Paulo (COLLETA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2005) a doenga ja foi encontrada nas principais regides citricolas do Estado e

também nos estados de Minas Gerais e Parana.
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No campo a identificacdo de plantas doentes € feita por meio da observacao
dos sintomas, que se iniciam como manchas amareladas assimétricas no limbo foliar
que contrastam com a cor verde normal das folhas, conhecido como mosqueado.
Podem ser observados também sintomas secundarios, ou seja, folhas com
tamanhos reduzidos e com clorose similar a deficiéncia de manganés, ferro e zinco
(BOVE, 2006). As folhas de ramos sintomaticos podem apresentar-se curvadas e
com nervuras mais grossas e escurecidas. Além disso, podem ocorrer floradas fora
de época e intensa desfolha dos ramos afetados, progredindo por toda a planta,
inclusive com seca e morte dos ponteiros (HALBERT; MANJUNATH, 2004). Os
frutos de ramos sintomaticos podem apresentar-se de tamanho reduzido,
assimeétricos, com maturacgao irregular, com a regiao estilar mantendo-se verde, ao
contrario do que ocorre com frutos de ramos sadios. A assimetria € determinada por
meio de cortes perpendiculares ao eixo dos frutos, o que também permite a
observacao das sementes que, em frutos afetados, sdo escurecidas ou abortadas. A
regido do sistema vascular se apresenta de cor alaranjada (DA GRACA, 1991;
BOVE, 2006).

Os sintomas foliares podem estar diretamente relacionados ao excessivo
acumulo de gréanulos de amido com consequente rompimento dos cloroplastos
(ETXEBERRIA et al.,, 2009). Em alguns estudos foi relatado que este excessivo
acumulo de amido poderia estar relacionado ao pequeno tamanho de Ca. L.
asiaticus (2u de comprimento e 0,1 a 0,2y de didmetro) podendo passar livremente
pelas placas crivadas presentes nos elementos de tubos crivados (TANAKA et al.,
2007; LAFLECHE; BOVE, 1970 apud TATINENE et al., 2008), formando
aglomerados nessas placas impedindo o fluxo de fotoassimilados (TATINENE et al,
2008). Ha alguns estudos também que relatam que o acumulo de amido se deve a
superexpressdao de genes relacionados a sintese de amido e também a grande
producdo de calose, polimeros de alto peso molecular que podem promover a
obstru¢do das placas crivadas. Porém, alguns pesquisadores relataram que Ca. L.
asiaticus nao pode se apresentar em forma de aglomerados nas células floematicas
e sim como células isoladas (KIM et al., 2009).

O tempo necessario para expressao dos sintomas nas plantas pode variar

dependendo da forma de transmissao da bactéria. Se a infecgao for feita através de
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enxertia de segmentos de ramos doentes, o tempo minimo necessario € de quatro
meses (LOPES e FRARE, 2008). Se a infecgao ocorrer através do inseto vetor o
tempo minimo é em geral de oito meses (HUNG et al., 2001). Este longo e variavel
periodo de incubagao dificulta a detecgao de plantas doentes no campo e a adogao
das praticas de manejo (LOPES et al., 2006). Pesquisas indicam que esta
dificuldade de detec¢do no campo esta associada a distribuicao da bactéria do HLB
na copa. Mesmo sendo sistémica, ela se distribui de forma irregular na copa e no
sistema radicular (TATINENE et al., 2008; LI et al., 2009).

O HLB nao provoca a morte das plantas porém, com o passar dos anos, as
mesmas se tornam debilitadas e improdutivas. Em avaliacbes sobre o efeito da
doencga em diferentes regides produtoras de citros do mundo, incluindo-se o Estado
de Sao Paulo, observou-se que pomares adultos inteiros podem tornar-se inviaveis
economicamente entre sete e dez anos apds o aparecimento da primeira planta com
sintomas, se medidas de controle n&o forem empregadas. Esse tempo é
consideravelmente menor em pomares de até quatro anos (GOTTWALD et al.,
2007).

Ainda ndo ha medidas de controle totalmente efetivas e de baixo custo nem
mesmo métodos curativos para a doencga. Desta forma, impedir a infeccido das
plantas é fundamental para o controle do HLB que atualmente se baseia no plantio
de mudas sadias, eliminagado de plantas com sintomas e controle quimico do inseto
vetor. Tais medidas necessitam de tempo, recursos humanos e financeiros, e
também da coordenacdo dos varios agentes envolvidos na produgédo de citricos
(produtores, governo e industrias processadoras). Medidas adicionais também
devem ser empregadas, quando possivel, como a eliminagcdo das plantas de murta
(Murraya exotica), a qual foi erroneamente identificada em publicacdes anteriores a
2010 como Murraya paniculata (LOPES et al., 2010), pois é considerada hospedeira
preferida de D. citri (HALBERT e MANJUNATH, 2004) e hospedeira de Liberibacter
(LOPES et al., 2010; GASPAROTO, 2010).

Ainda nao foram relatadas variedades comerciais, tanto usadas como copa
como usadas como porta-enxerto, resistentes ao HLB, muito embora alguns autores
tenham observado respostas diferenciadas de diversos gendtipos quando

inoculados com a bactéria. Segundo Garnier (1984) as laranjeiras doces [Citrus
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sinensis (L.) Osbeck], as tangerineiras (C. reticulata Blanco) e seus hibridos sao os
mais severamente afetados. Os pomeleiros (Citrus paradisi Macfad.), as laranjeiras
azedas (C. aurantium L.), e os limoeiros (C. limon L.) sdo moderadamente afetados.
A limeira acida ‘Galego’ (C. aurantifolia Christm. Swingle), as toranjeiras (Citrus
grandis Osbeck) e os trifoliatas (P. trifoliata Raf.), incluindo seus hibridos, séo
considerados menos suscetiveis, porém nao isentos de causar enormes prejuizos,

como é o caso da limeira acida Galego no México.

2.2. As bactérias do HLB

O HLB esta associado a trés espécies de bactérias fastidiosas que sao
denominadas de Candidatus Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter africanus e Ca.
Liberibacter americanus (JAGOUEIX et al., 1994; TEIXEIRA et al., 2005), sendo Ca.
L. asiaticus a mais difundida no continente americano. Sdo bactérias gram-negativas
(GARNIER et al., 1984) pertencentes ao grupo das alfa-proteobactérias (JAGOUEIX
et al., 1994), que se desenvolvem restritamente no floema das plantas e ndo séo
cultivaveis em meio de cultura aspecto que dificulta tanto o estudo desse grupo de
bactéria quanto de todo o patossistema. O prefixo Candidatus € uma denominagao
temporaria (MURRAY; SCHLEIFER, 1994) uma vez que a classificagado taxonémica
definitiva ainda nao foi realizada. Por serem de dificil cultivo, mesmo apés algumas
tentativas recentes (SECHLER et al., 2009), a identificacdo e classificagdo destas
espécies foi obtida com base em estudos de microscopia eletronica (GARNIER,;
DANEL; BOVE, 1984) e de comparagbes de sequéncias da regido 16S do DNA
ribossomal (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1994).

Até 2004 eram conhecidas apenas duas espécies - Ca. L. asiaticus e Ca.
Liberibacter africanus. Contudo, no Brasil, ao avaliarem amostras com sintomas da
doenca os pesquisadores nao detectaram Ca. L. asiaticus ou Ca. L. africanus.
Diferengas ao nivel de DNA confirmaram se tratar de uma nova espécie,
denominada de Ca. L. americanus, que até o momento esta restrita ao Brasil
(TEIXEIRA et al., 2005).

A incidéncia de Ca. L. americanus tem diminuido progressivamente desde o

momento em que plantas com sintomas passaram a ser eliminadas, chegando, nos
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dias atuais, a menos de um por cento (contra mais de 99% para Ca. L. asiaticus) de
todas as amostras positivas para Liberibacter analisadas no laboratério do
Fundecitrus (NELSON WULFF, dados nao publicados). Fatores ambientais e
relacionados ao proprio comportamento das bactérias explicam a drastica redugao
na frequéncia de Ca. L. americanus € aumento na de Ca. L. asiaticus. Candidatus L.
asiaticus € mais tolerante a altas temperaturas e atinge titulos mais altos nas plantas
que Ca. L. americanus (LOPES et al., 2009).

Essas bactérias sao disseminadas no campo por insetos vetores, sendo o
psilideo asiatico dos citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), o vetor
de Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus (CAPOOR et al.,1967; YAMAMOTO et al.,
2006), e o psilideo africano Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Triozidae) o
vetor de Ca. L. africanus (McCLEAN, et al.,1965). A transmissdo dessas bactérias
pode também ser feita experimentalmente por meio de enxertia de borbulhas
infectadas (LOPES; FRARE, 2008; COLETTA-FILHO et al., 2010) ou da planta
parasita Cuscuta spp. (GARNIER; BOVE, 1983). Todas as espécies de citros e suas
variedades conhecidas sao suscetiveis e uma vez infectada, a planta ndo pode ser
curada nem com aplicacdes de antibidticos e nem por meio de poda dos ramos com
sintomas (LOPES et al., 2007).

2.3. Bioecologia de Diaphorina citri

Diaphorina citri € o unico vetor das bactérias associadas ao HLB em toda a
Asia, extremo Oriente e Américas (CATLING, 1970; PANDE, 1971; AUBERT, 1987;
TSAI et al.,, 1988; YAMAMOTO et al., 2006). No Brasil D. citri foi relatado pela
primeira vez em 1942 (COSTA LIMA, 1942). Por muito tempo sua presenga nos
pomares nao causou preocupacdo, o que veio a acontecer apdés o relato da
ocorréncia de HLB nos pomares paulistas (COLETTA-FILHO et al.,, 2004). Esse
inseto é originario do sul da Asia (HOLLIS, 1987; HALBERT; MANJUNATH, 2004;
BEATTIE; BARKLEY, 2009) apresentando distribuicdo geografica mais ampla do
que a das bactérias do HLB, uma vez que ocorre em paises onde a doencga ainda
nao foi relatada (EPPO, 2014).
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Quando adulto o inseto mede cerca de 2 a 3 mm de comprimento, adquirindo
quando jovem coloragdo marrom-clara, tornando-se mais escura a medida que
envelhece (AUBERT, 1987; GALLO et al., 2002). Sua cabega é ligeiramente mais
estreita que o térax, com antenas com dois segmentos basais de coloragao
castanha clara e pontas pretas e olhos castanho escuro. Seu corpo possui
colocagao marrom, coberto com secrecéo serosa sob a forma de p6 esbranquigado,
com abdémen dorsalmente preto, e branco, esverdeado ou alaranjado no ventre. Os
insetos saltam e voam a pequenas e longas distancias, principalmente quando
importunados. Geralmente sdo encontrados na face abaxial das folhas e, quando
parados, formam um angulo de 45° em relagcédo a superficie em que se encontram
(BLACKWELL, 2005; HALL, 2008).

Seu ciclo de vida é composto de trés estagios de desenvolvimento: ovo, ninfa
passando por cinco instares (AUBERT, 1987), e adulto. Os ovos sédo depositados na
superficie dos brotos em estadio inicial de desenvolvimento. Cada fémea chega a
colocar de 500 a 800 ovos durante toda a sua vida (TSAI e LIU, 2000; NAVA et al.,
2007). As ninfas alimentam-se em brotos e folhas jovens, porém, na falta de
brotagbes, fazem uso de folhas maduras. Excretam grande quantidade de
substancia agucarada, conhecida como “honeydew”, que favorece o
desenvolvimento de bolor negro ou fumagina que recobrem as folhas prejudicando
sua respiracao, transpiracao e fotossintese, prejudicando também visualmente a
qualidade dos frutos (TSAI e LIU, 2000).

O tempo de desenvolvimento varia de acordo com a temperatura. O tempo
meédio para o desenvolvimento da fase de ovo a fase adulta pode variar de 49,3 dias
a 15°C a 14,1 dias a 28°C (TSAl e LIU, 2000). Nao se desenvolvem em
temperaturas acima de 33°C ou abaixo de 10°C. A temperatura adequada ao
desenvolvimento esta na faixa de 25 a 28°C.

A longevidade do adulto é em média de 80 a 90 dias sob condigbes de altas
temperaturas. Ja sob baixas temperaturas esse periodo de vida pode ser estendido
por até nove meses (AUBERT, 1987; YANG, et. al., 2006). Sua maturidade
reprodutiva é alcangada, para alguns autores, entre dois a trés dias apds a
emergéncia do inseto adulto e a oviposi¢gao tem inicio um ou dois dias apds o
acasalamento (WENNINGER e HALL, 2007). Ja para outros autores essa
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maturidade pode ocorrer horas apos a sua emergéncia (HUSAIN e NATH 1927,
PANDE, 1971).

A flutuacdo populacional de D. citri esta diretamente relacionada a presenca
de brotagdes e condi¢des ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento (GALLO et
al., 2002; HALL, 2008). A continua emissdo de brotacdo em arvores jovens faz com
que as mesmas se tornem mais atrativas para os psilideos (CATLING, 1970).

As bactérias associadas a esta enfermidade mantém uma relagéo persistente
com o inseto vetor, ou seja, uma vez adquirida possui a capacidade de se replicar no
sistema circulatério do inseto e, consequentemente, ser disseminada durante toda a
vida do mesmo (XU et al.,, 1988; HUNG et al., 2004). De acordo com Ammar;
Shatters e Hall (2011), as bactérias podem ser encontradas em varios 6rgaos
internos de D. citri em diferentes concentragbes, sendo que nas glandulas salivares
a concentragao bacteriana variou de 47 a 70%, enquanto que no canal alimentar o
titulo da bactéria alcancou 80%. A ocorréncia de transmissédo ovariana foi relatada
por Pelz-Stelinski et al. (2010), em niveis de 2 a 6%. Também foi relatada ocorréncia
de transmissado horizontal, ao redor de 4%, no qual machos com a bactéria
transferiram-na para fémeas durante a copula (MANN et al., 2011). As baixas taxas
de transmissdo da bactéria sdo compensadas pela alta taxa de multiplicacdo do
inseto na presencga de fontes de alimento, levando a grandes taxas de inoculagdo. A
eficiéncia da transmissdo € maior com ninfas, especialmente se estas se
multiplicaram em ramos com sintomas da doenga (HUANG et al.,1984;
YAMAMOTO, 2006; PELZ-STELINSKI et al., 2010).

Nao estdo totalmente claros os fatores que influenciam no desenvolvimento e
alimentacgao de D. citri. Estudos comparativos sobre o potencial dos diferentes tipos
de citros em multiplicar o inseto tém se limitado a um numero reduzido de
variedades ou espécies, com diferencas entre elas (ALVES et al., 2014,
WESTBROOK et al., 2011; TSAGKARAKIS e ROGERS 2010; NAVA et al., 2007;
NEHRU et al., 2004; TSAI e LIU 2000).

Nos estudos conduzidos por Nava et. al. (2007), a duragao da fase de ovo no
limoeiro ‘Cravo’ variou de 2,6 a 7,7 dias, e a ninfal de 9,4 a 35,8 dias as
temperaturas de 18 e 32°C, respectivamente. No mesmo estudo, a duracio do ciclo

de ovo-adulto e a razado sexual ndo foram afetadas pelos hospedeiros murta,
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limoeiro ‘Cravo’ e tangerineira ‘Sunki’. A viabilidade dos ovos foi, no entanto, inferior
na tangerineira ‘Sunki’ (44,6%) do que limoeiro ‘Cravo’ (82,35%) ou na murta
(88,82%). Estudo similar foi conduzido por Alves et al. (2014) com as variedades de
laranja doce ‘Hamlin’, ‘Natal’, ‘Péra’, ‘Ponkan’, ‘Valéncia’ e com a murta. A duragao
da fase ovo foi significativamente maior em ‘Natal’ (média de 4,91 dias), que em
‘Poncad’ (4,24 dias). Maior viabilidade da fase ovo ocorreu em murta (85,7%) e
‘Valéncia’ (83,3%), e menor em ‘Hamlin’ (56,8%). Ja a viabilidade da fase ninfal
variou 57,4 a 79,1%, sem diferencas estatisticas entre os diferentes hospedeiros.
Neste estudo, ‘Valéncia’ e murta foram os hospedeiros que proporcionaram as
melhores condicdes. Esses dois hospedeiros diferiram estatisticamente apenas de
‘Hamlin’ que teve menor viabilidade total (32,6%) e €, por conseguinte, a variedade
menos favoravel ao desenvolvimento do inseto, talvez nutricionalmente menos
apropriada ao desenvolvimento de D. citri (ALVES et al., 2014) conforme também

sugerido por Teck et al. (2011).

2.4. Porta-enxertos comerciais de citros

Os porta-enxertos afetam muitas caracteristicas horticolas e fitopatolégicas da
cultivar copa, sendo seu uso essencial na citricultura (CASTLE et al., 1992). Com
excecao da doenca clorose variegada dos citros (CVC) que parece afetar somente a
copa, muitos problemas fitopatolégicos como a gomose, tristeza e declinio, estao
relacionados a intolerancia dos porta-enxertos (POMPEU JUNIOR et al., 1991).

Quando as vantagens de se utilizar plantas enxertadas foram demonstradas
ja no inicio do século XIX, a laranjeira ‘Caipira’ passou a ser o principal porta-enxerto
na citricultura brasileira. Mas sua baixa tolerancia a seca e a gomose de
Phytophthora, levou a ‘Caipira’ a ser substituida pela laranjeira ‘Azeda’, que
predominou até a década de 1940. Com o surgimento da tristeza, foi necessaria
nova mudanga, com a laranjeira ‘Azeda’ sendo substituida por porta-enxertos
tolerantes. Iniciou-se entdo o uso do Poncirus ftrifoliata e seus hibridos,
principalmente os citranges ‘Troyer’ e ‘Carrizo’, bem como o limoeiro ‘Cravo’, o qual

passou a ser o principal porta-enxerto utilizado no Brasil (CARLOS et al., 1997).
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Por varias décadas o limoeiro ‘Cravo’ liderou significativamente a lista dos
porta-enxertos utilizados, chegando a representar cerca de 70 a 80% dos porta-
enxertos comerciais. Com o tempo novos problemas surgiram. O limoeiro ‘Cravo’ se
mostrou suscetivel a gomose de Phytophthora e ao declinio. Também suscetiveis ao
declinio foram os limoeiros ‘Volkameriano’ e ‘Rugoso’, os citranges ‘Troyer e
‘Carrizo’ e P. trifoliata. O declinio estimulou entdo nova busca de porta-enxertos.
Porém, as excepcionais caracteristicas do limoeiro ‘Cravo’, compatibilidade com
todas as variedades copa, produgao 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 1990, o porta-enxerto de maior uso nos pomares comerciais no Estado de Sao
Paulo (POMPEU JUNIOR, 1991).

Com o surgimento da morte subita dos citros, doenga aparentemente
associada a um complexo de virus, observada, em 1999, no sudoeste de Minas
Gerais e no norte de Sao Paulo (GIMENES-FERNANDES e BASSANEZI, 2001;
MULLER, et al., 2002) a citricultura paulista voltou a diversificar os porta-enxertos.
No ano de 2003 o limoeiro ‘Cravo’ passou a constituir apenas 39,8% do total de
mudas produzidas, com tangerineira ‘Cledpatra’ 32,6 % e o citrumeleiro ‘Swingle’
13,7% das mudas utilizadas nesse ano (POMPEU JUNIOR et al., 2004; POMPEU
JUNIOR, 2005).

Em 2014, os porta-enxertos mais empregados na citricultura paulista eram o
limoeiro ‘Cravo’ com 53%, o citrumeleiro ‘Swingle’ com 32%, a tangerineira ‘Sunki’
com 11%, a tangerineira ‘Cledpatra’ com 1,6%, o Poncirus trifoliata com 1,4%, e o
limoeiro ‘Volkameriano’ com 0,7% (IAC, 2014).

Como se vé, a diversificacdo de porta-enxertos foi muito importante para o
controle de algumas doengas importantes dos citros. Poderia o porta-enxerto
impactar o controle do HLB?

Santos (2012), estudou a reacdo a Ca. L. asiaticus de laranjeira ‘Valéncia’
enxertada em 16 diferentes porta-enxertos: ‘Clementina x trifoliata’ (1615), HRS
643 [(‘Cledpatra x Swingle’ (715)], ‘Cledpatra x Swingle’ (1614), ‘Cledpatra x
Rubidoux’ (1600), HRS 702 [(‘Cledpatra x Christian’ (712)], HRS 849 ['SFS x

trifoliata Argentina’ (1708)], citranges ‘Troyer’ e ‘Carrizo’ tetrapldides, ftrifloliateiro
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‘Flying Dragon’, HRS 812 (‘Sunki x Benecke’), ‘Changsha x English Large’, limoeiro
‘Cravo’, ‘Rhode Red + Volkameriano’ (hibrido somatico), Poncirus trifoliata,
tangerineira ‘Sunki’ e citrumeleiro ‘Swingle’. Os niveis de bactéria encontrados na
‘Valencia’ sobre ‘Carrizo’ tetrapldide se apresentaram inferiores aos demais,
mostrando esse gendtipo como ‘diferencial’ ao HLB.

Albrecht e Bowman (2012) avaliaram a resposta de oito porta-enxertos
(hibridos de Poncirus ftrifoliata US-802, US-812, US-897, e US-942, citrange
‘Carrizo’, trifoliata ‘Benecke’, ‘Volkameriano’, e ‘Cledpatra’) e observaram aos 12
meses apos a inoculagao variacido na severidade dos sintomas foliares, mas em
menor intensidade no US-897. Os autores classificaram o ‘Carrizo’, US-897, e US-
942 como tolerantes, o US-802, US-812, e ‘Volkameriano’ como moderadamente
tolerantes, e ‘Cledpatra’ como suscetivel.

Diante do exposto, chega-se a conclusdo de que o porta-enxerto poderia ser
uma ferramenta com potencial de uso contra o HLB. Definitivamente ndo seriam os
hibridos ou espécies ja usadas comercialmente, os quais, em estudo ja conduzidos,
se mostraram altamente suscetiveis a colonizagao por Ca. L. asiaticus (LOPES et al,
2013).

Diversos novos hibridos vém sendo testados ou liberados para plantio
ultimamente principalmente para satisfazer outras necessidades locais dos
produtores como a redugao do porte das copas visando minimizar os custos com a
colheita das frutas. Por exemplo, a partir de 1960, a Estacdo Experimental Obispo
Colombres iniciou um programa de melhoramento genético de porta-enxertos com a
finalidade de obter materiais que satisfizessem as necessidades locais, tanto como
na questdo de resisténcia ou tolerancia a enfermidades, como a condicdes
ecoldgicas. Como resultado dos cruzamentos, 1859 hibridos foram levados a campo
para serem avaliados. Como resultado dessa avaliagdo, foram selecionados para
cultivo comercial os hibridos citrandarim 61AAS3, citrumelo 75AB, 79AC (‘Cledpatra’ x
citrumelo ‘Swingle’), 81G220 e 81G6513 (‘Volkameriano’ x ‘Cledpatra’). Esses porta-
enxertos induziram menor desenvolvimento das copas, maior eficiéncia produtiva e
melhor qualidade dos frutos. Contudo, nada se sabe sobre o comportamento desses

hibridos de porta-enxertos frente a bactéria do HLB e ao inseto vetor.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Producao de seedlings

Sementes de laranjeira ‘Valéncia’ (Citrus sinensis), murta (M. exotica), dos
porta-enxertos comerciais limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia), citrumeleiro ‘Swingle’
(Poncirus ftrifoliata x Citrus paradisi), tangerineira ‘Sunki’ (Citrus sunki) e Poncirus
trifoliata foram obtidas de viveiros comerciais certificados. Sementes dos hibridos de
porta-enxertos [Cddigos: 75AB - Citrus paradisi x Poncirus trifoliata, 79AC - Citrus
reshni x (Poncirus trifoliata x Citrus paradisi), Cédigo 61AA3 - Citrus reshni x Poncirus
trifoliata, 81G220 e 81G513 - Citrus volkameriana x Citrus reshni)] foram importadas
da Estacdo Experimental Obispo Colombres, Argentina (Processo MAPA:
21052.003390/2014 — 48). As sementes foram semeadas em tubetes de 50 cm3, com
formato cdnico, contendo substrato Plantimax citros, e mantidas em casa de
vegetagdo do Fundecitrus. Quando os seedlings atingiram trés meses de idade foram
transplantados para vasos de dois litros, contendo substrato Plantimax citros. Parte
dos materiais foi transportada para casa de vegetacdo do Departamento de
Fitossanidade da Universidade Estadual Paulista (FACV/UNESP), Campus de
Jaboticabal-SP, onde todas as atividades experimentais relacionadas a multiplicagao
do inseto foram conduzidas.

A irrigacao foi realizada 4 vezes por semana €, uma vez por semana, foi feito
0 manejo nutricional através de fertirrigagdo contendo os seguintes fertilizantes em g
1000L" de agua: nitrato de calcio 900, nitrato de potassio 300, MAP 70, sulfato de
magnésio 260, cobre-acido etileno diamino tetracético (EDTA) (14,5% Cu) 10, Zinco-
EDTA (14% Zn) 7, Manganés-EDTA (13% Mn) 5, acido bdrico 3,5, molibdato de

amonio 0,3, ferro- 4cido dietileno diamino hidréxidofenilacético (EDDHA) (6% Fe) 50.

3.2. Criagao de Diaphorina citri

Os insetos foram criados em plantas de murta sadias em sala de criacéo

segundo técnica desenvolvida por Gémez-Torres (2009). Insetos adultos foram
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confinados em brotagdes para oviposi¢ao, envoltos em sacolas de “voil”, por sete
dias. ApOs esse periodo, os insetos adultos foram retirados com o auxilio de um
sugador manual e as plantas com ovos mantidas até a emergéncia dos adultos

(Figura 1).

Figura 1. Criagdo de Diaphorina citri em ambiente fechado (sala).

Como nesse estudo previa-se o uso de fémeas e machos virgens, esses
foram separados assim que as ninfas se transformavam em adultos. Para tanto se
adotou a técnica de Aubert (1987), que se baseia na observagao da porgao distal do
abddémen (caracteristicas fisicas do aparelho genital), feita com o uso de um

microscopio estereoscopio para aumento de 40 vezes (Figura 2).
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500 pm A 500 pm B

Figura 2. Caracteristicas fisicas do aparelho genital de fémea (A) e de macho (B) de
Diaphorina citri. A seta indica por¢cao distal do abdémen mostrando o aparelho

genital do macho e da fémea.

3.3. Multiplicagao de Diaphorina citri em diferentes hospedeiros

Depois de separados e de completarem aproximadamente 15 dias de vida
(correspondente ao periodo de pré-oviposicdo) dois casais foram confinados por
periodo de 72 a 144 horas, até que os ovos fossem visualizados nas plantas
experimentais. Os insetos foram aprisionados em um broto por planta no interior de
uma sacola de “voil” de 30 x 30 cm. Os brotos estavam no estadio V2 da escala de
Stoller (STOLLER, 2014), determinado em outros experimentos como sendo um dos
mais apropriados para oviposicao (Figura 3). Apds a oviposicdo, os casais foram
retirados e os ovos contados com auxilio de uma lupa entomoldgica que permite
aumento da imagem de aproximadamente 40 vezes.

Posteriormente, foram realizadas contagens de ninfas eclodidas e de fémeas
e machos adultos emergidos. As contagens de ninfas permitiram determinar a
viabilidade de ovos e as contagens de adultos permitiram determinar a viabilidade
das ninfas. Também se determinou a viabilidade total, feita com base no numero de
adultos emergidos em relagdo ao total de ovos, e a proporgdo entre machos e
fémeas. O experimento foi conduzido em estufa com temperatura de 26°C +5°C,
umidade relativa do ar de 69% +10%, e fotoperiodo de 14h. O delineamento foi o

inteiramente casualizado, com numeros diferentes de repetigdes (Tabela 1).
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Figura 3. Casais de Diaphorina citri confinados em diferentes porta-enxertos,
laranjeira ‘Valéncia’ e murta.

3.4. Inoculagao de Candidatus Liberibacter asiaticus por enxertia

As plantas foram inoculadas por enxertia utilizando o método da garfagem
apical de ramos de plantas doentes (LI, 1997). Os “garfos” (fonte de indculo)
consistiram de segmentos de ramos apicais de plantas de citros da variedade
‘Valéncia’, com dois anos de idade, apresentando sintomas tipicos de HLB nas
folhas e com com confirmagao prévia, por meio do teste PCR em tempo real ou
quantitativo (QPCR), de estarem infectados por Ca. L. asiaticus.

Para a inoculagdo, com uma tesoura de poda, foi retirada a parte aérea dos
porta-enxertos e da laranjeira ‘Valéncia’ que seria inoculada. A inoculacéo foi feita 15
cm acima do colo da planta. Com um bisturi esterilizado foi feita uma fenda
longitudinal de 1 cm no caule na qual foi introduzido o garfo. Para preparo do
enxerto, foram retirados ramos contendo 3 a 4 folhas, comprimento de
aproximadamente 6 cm e diametro similar ao caule das plantas que seriam
inoculadas (em torno de 5 mm), Cortes em forma de cunha foram realizados nos
enxertos de modo que o comprimento fosse semelhante ao da profundidade da
fenda feita no caule a ser inoculado. A fixacdo do enxerto foi feita enrolando
parafiime em toda a regido da enxertia. As plantas foram mantidas em camara

umida (90% de U.R.) por cerca de 30 dias até o pegamento do garfo (Figura 4). Em
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seguida as plantas inoculadas foram transferidas para bancadas da casa de
vegetacao no Fundecitrus.

Figura 4. Inoculacdo de Candidatus Liberibacter
asiaticus por enxertia usando o método da garfagem
apical de ramos de plantas doentes.

Foram inoculadas 12 plantas dos porta-enxertos citados em 3.1, além de
plantas da laranjeira ‘Valéncia’. A murta ndo foi usada neste estudo. As plantas
foram observadas rotineiramente para avaliacdo de sintomas foliares usando como
base a escala fotografica de severidade dos sintomas desenvolvida por Mendonga
(2015) (Figura 5). Apds 4 meses da inoculagéo, amostras de folhas foram coletadas
da fonte de inéculo (garfos) para extracdo de DNA. Em seguida, os garfos foram

podados para emissao nos mesmos de novos fluxos vegetativos.
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Figura 5. Escala fotografica de severidade dos sintomas de
HLB. Com relagdo ao mosqueado: (M1) folha predominando
a cor verde com leve mosqueado, (M2) folha com contraste
marcante entre o verde e o amarelo, (M3) folha com limbo e
nervura predominando a cor amarela, e (M4) folha
predominando a cor amarela com nervuras salientes
amareladas e/ou amarronzadas. Com relagdo a deficiéncia
mineral: (D1) deficiéncia de zinco pouco intensa, (D2)
deficiéncia de zinco com a cor amarela bem delimitada pelas
nervuras secundarias, (D3) deficiéncia de zinco com amarelo
mais intenso com menos delimitacdo das nervuras
secundarias, e (D4) folha amarelada com circulos de cor
verde.

Os novos brotos emitidos nos garfos apés a poda foram coletados para
analise por qPCR. Em seguida, todo o garfo foi removido cortando o caule das
plantas inoculadas logo abaixo do ponto de enxertia. Apds a remogao do inéculo os
caules emitiram novos brotos, os quais também foram avaliados por qPCR, seis
meses apos a inoculagdo. Também foram avaliadas por qPCR o caule e a raiz, esta
ultima removida dos vasos, separadas do substrato e lavadas cuidadosamente com
agua e sabao. A Figura 6 mostra a localizagdo das amostras coletadas.



19
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Figura 6. Esquema representativo de uma muda mostrando o ponto de inoculagao
de Candidatus Liberibacter asiaticus e os locais de amostragem sendo (1) brotacéo
da fonte de indculo (garfo), (2) brotacdo das plantas inoculadas, (3) casca do caule
das plantas inoculadas e (4) raiz das plantas inoculadas.

3.5. Deteccao e quantificagdao de Candidatus Liberibacter asiaticus por qPCR

3.5.1. Extracao de DNA do material vegetal

Amostras de DNA foram extraidas de broto (estadio V2), do caule e da raiz
das plantas. Os brotos, foram picados sobre papel toalha com lamina, o equivalente
ao volume de 1 mL do tubo eppendorf de 2 mL, ao qual foi adicionado tampao de
extragdo (CTAB 20g, NaCl 82g, PVP 10000 20g, agua 400 mL, e 100 mL de Tris 0,1
M pH 8,0 e EDTA 0,5 M pH 8,0, adicionado -mercaptoetanol em uma proporcéo de
0,2%) até o volume de 2 mL. Para caule e raiz foi pesado 0,1 g de material vegetal,
picados sobre papel toalha com Iamina e colocados em tudo eppendorf de 2 mL. Foi
adicionado 1,5 mL de tampao de extragdo. O material vegetal (broto, caule ou raiz)
foi macerado em nitrogénio liquido com pistilo e, em seguida, incubado em banho
maria a 65°C por 2 horas. As amostras foram centrifugadas a 15000 x g por 5
minutos. Volume de 900 uL do sobrenadante foi recuperado e transferido para outro
tubo eppendorf de 2,0 mL. Posteriormente foram adicionados 900 uL de cloroférmio
alcool isoamil (24:1), homogeneizado por inversao do tubo, e centrifugado a 152949

por 5 minutos. Foram recuperados 800 pyL do sobrenadante e transferidos para
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tubos eppendorf de 1,5 mL. O DNA foi entdo precipitado pela adicdo 480 pL de
isopropanol (equivalente a 0,6 vezes o volume original), homogeneizando levemente
pela inversdo dos tubos e mantidos a -4°C por 30 minutos ou ‘overnight’. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 15294g durante 20 minutos para
formacéo do precipitado, e depois foram lavados duas vezes com 0,9 mL de etanol
70%, e centrifugado a 15000 x g por 10 min. O DNA foi desidratado por 6 minutos
em speed-vac e ressuspendido em 50 pL de agua Milli-Q autoclavada e armazenado
a 4°C.

3.5.2. PCR quantitativo (QPCR)

As amostras foram confirmadas sendo positivas através do método gqPCR,
considerada mais sensivel que a PCR convencional para a detecgédo da bactéria (LI
et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2008). Para os brotos usou-se 1 yL de DNA, master
mix [1x], 0,5 yM dos primers RPL AS forward) e RPL AS reverse e 0,2 uM da sonda
RPL AS NED, em um volume final de reacao igual a 12 yL. Para caule e raiz foi
utilizado 3 pL do DNA gendmico. Para amplificagdo do DNA, o programa utilizado
consistiu em 95°C por 10 min e 45 ciclos de 95°C por 15s e 58°C por 60s. As leituras
da fluorescéncia foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems) a cada ciclo de amplificacdo e, posteriormente analisados pelo
StepOne™ Software v2.3. O ponto que detecta o ciclo na qual a reagao atinge o
limiar da fase exponencial é denominado de Cycle Threshold (CT), ponto que
permite melhor estimativa da quantidade de fluorescéncia de cada amostra
(NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). As amostras que obtiveram Ct igual ou abaixo de
34 foram consideradas positivas.

3.6. Tratamentos, delineamento experimental e analise dos dados

Em todos os experimentos o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com cada planta representando uma repeticao e cada tipo de citros ou a
murta o tratamento. Os dados referentes a bactéria (porcentagem de infecgao e

titulo bacteriano) e os dados referentes ao inseto (taxa de oviposi¢ao, numero de
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ninfas eclodidas e adultos emergidos, viabilidade de ovos e ninfas, e tempo de ovo a
adulto) foram submetidos a analise de variancia (teste F) com as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados referentes aos
insetos foram analisados quanto a sua normalidade e transformados em Log (x+5)
antes de serem submetidos a analise estatistica. Para todas as analises foram
empregados os programas SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 2003) e
Statgraphics Centurion XVI (STATPOINT TECNOLOGIES INC., 2010). Para
armazenamento dos dados e construgédo de graficos foram utilizados os programas
Excel e para a constru¢do do dendrograma o aplicativo Statistica 7.0 (STATSOFT,
2004). O dendrograma foi feito para complementar os resultados das analises
estatisticas. Para tal, foi feita analise exploratéria multivariada por meio de analise
de agrupamento com o método hierarquico. Para medir a semelhanga entre os
centroides de cada tratamento utilizou-se a distancia euclidiana (medida de
dissimilaridade) para o conjunto das 11 variaveis, e como estratégia de agrupamento
adotou-se o método de Ward (Hair, et al., 2005).

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Multiplicagédo de Diaphorina citri em hospedeiros de citros

Neste estudo foi avaliado o potencial de novos porta-enxerto hibridos em
multiplicar D. citri. Porta-enxertos comerciais, laranjeira ‘Valéncia’ e murta foram
incluidos para comparacao. As plantas hospedeiras estudadas variaram quanto ao
nivel de influéncia sobre o desenvolvimento e reproducao do inseto. Com base nas
diferengas entre médias, observa-se a existéncia de trés grupos distintos. No hibrido
81G513 se encontrou maior quantidade de ovos (média de 110,8), porém nao diferiu
do grupo formado pelos porta-enxertos tangerineira ‘Sunki’, citrumeleiro ‘Swingle’,
laranjeira ‘Valéncia’, 79AC, 61AA3, 75AB, limoeiro ‘Cravo’ e murta, com médias de

30,0 a 87,0. Poncirus trifoliata foi o que apresentou menor média (17,4) (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias + erro padrdo do numero de ovos, ninfas, adultos e razado sexual
de Diaphorina citri em diferentes hospedeiros.

Fases de desenvolvimento de D. citri

Razao sexual

Hospedeiros n Ovo Ninfa Adulto n (212+3)
Lim&o 'Cravo' 11 44 +7,85 ab 115+291a 58+229ab 3 0,74+0,12
Tangerina 'Sunki’ 8 87 £ 33,30 ab 336+ 14,68a 6,5+3,11ab 7 0,74+0,08
Citrumelo 'Swingle' 11 71,8+ 2435 ab 42,1+23,37a 10,3+4,79 ab 6 0,74+0,09
Poncirus trifoliata 1 174+649b 71+321a 48+223ab 7 0,74 +0,13
61AA3 9 62,7+ 16,91 ab 32,6+ 10,66 a 15,4 +£6,01 ab 6 0,74+0,05
75AB 8 55,5+ 19,69 ab 36,8 £+ 20,28 a 41+1,79ab 8 0,740,111
79AC 10 65,8+ 17,76 ab 36,3+ 12,56 a 36+182b 5 0,75+0,12
81G220 8 41,6+ 14,15 ab 346+ 14,68 a 9,6 +4,07 ab 5 0,73+0,04
81G513 8 110,8 + 28,67 a 51,1+15/49a 8,9+5,96 ab 5 0,73+0,11
Laranja 'Valéncia' 8 68,5+12,23 a 404 +11,14a 17,9+2,86 a 6 0,73+0,06
Murta 10 30+19,32ab 54+278a 43+2,12ab 7 0,75+0,01
F 2,86 2,36 1,95 0,7307
P 0,0039 0,0156 0,0476 0,69

(n) Namero de repeti¢cbes; (F) Teste F; (P) Probabilidade. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Com base na quantidade de ninfas eclodidas calculou-se a viabilidade dos
ovos. Houve variagao nas taxas de viabilidade dos ovos (médias entre 38 a 67%)
que, devido a grande variagado entre os valores obtidos dentro de cada material
estudado (F 0,51; P 0,8751), ndo permitiu comparar médias (Tabela 2). As médias
do numero de ninfas por sua vez foram estatisticamente similares para todos os
materiais estudados.

Da mesma forma que calculado para ovos, o numero de adultos emergidos
permitiu calcular tanto a viabilidade das ninfas como a viabilidade total (relagdo entre
adultos e ovos). Ninfas sobreviveram e atingiram a fase adulta em maiores
porcentagens de ovos colocados em murta e P. trifoliata, que de ovos colocados no
hibrido 79AC. Quando se compara a viabilidade total, no entanto, todos os insetos
apresentaram comportamentos estatisticamente similares com as médias de

viabilidade oscilando entre 8 e 42%.
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Tabela 2. Médias * erro padrao de sobrevivéncia de Diaphorina citri em diferentes

hospedeiros.

Viabilidade (%)

Hospedeiros n Ovo Ninfa Total
Liméao 'Cravo’ 11 38+9,49a 45 + 8,36 ab 19+£9,39a
Tangerina 'Sunki' 8 46 £ 16,76 a 36 £ 13,87 ab 8+ 2,37a
Citrumelo 'Swingle' 11 52+ 11,76 a 41 +7,28 ab 15+3,09a
Poncirus trifoliata 11 47 + 12,91 a 797,46 a 37+9,34 a
61AA3 9 57 +10,75a 57 +13,67ab 39+ 12,19 a
75AB 8 62+ 16,69 a 31+13,91ab 9+1,01a
79AC 10 60+8,79a 19+6,48b 11+4,03a
81G220 8 67 £ 16,76 a 49 £ 16,73 ab 20+492a
81G513 8 42 +10,25a 33+1042ab 13+4,69a
Laranja 'Valéncia' 8 62+10,92a 57 £ 10,96 ab 32+8,11a
Murta 10 48+1091a 92+7,01a 42 +12,27 a
F 0,51 2,93 2,06

P 0,8751 0,0046 0,0418

(n) Numero de repeticdes; (F) Teste F; (P) Probabilidade. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A grande variacdo observada na postura e viabilidade de ovos e ninfas
resultou em ndmero variavel de adultos entre os materiais estudados, sendo a maior
média encontrada em ‘Valéncia’ e a menor em 79AC, as quais nao diferiram dos
demais. Em todos os materiais estudados ndo houve influéncia na razao sexual de
D. citri, havendo predominancia de fémeas em todos os materiais, evidenciando o
grande potencial de reprodugao.

Analise de agrupamento (Figura 7) permitiu separar os diferentes tratamentos
em trés grupos distintos a uma distancia euclidiana de 35. O primeiro, composto
pelas variedades ou hibridos 81G220, 61AA3 e laranjeira ‘Valéncia’, o segundo por
81G513, tangerineira ‘Sunki’, 79AC, 75AB e citrumeleiro ‘Swingle’ e o terceiro por
limoeiro ‘Cravo’, P. trifoliata e murta. De acordo com o desempenho do inseto para
os parametros avaliados, o grupo que reune 81G220, 61AA3 e laranjeira ‘Valéncia’
foi superior aos demais, podendo esses materiais serem considerados como 0s mais
adequados ao desenvolvimento do inseto, e inferiores se consideramos o potencial
de contribuir na disseminagado do HLB. Por outro lado, 81G513, tangerineira ‘Sunki’,

79AC, 75AB e citrumeleiro ‘Swingle’ foram considerados os menos adequados para



24

o psilideo. A variedade limoeiro ‘Cravo’, P. trifoliata e murta comportaram-se como

intermediarias para o desenvolvimento de D. citri.

Tree Diagram for 11 Cases
Unweighted pair-group average
Euclidean distances

Linkage Distance
ra
[4,]

0,0

T9AC 75 AB Sunki 816513  Swingle

Figura 7. Dendrograma gerado com base nos parametros biolégicos de Diaphorine
citri avaliados em onze hospedeiros

A variedade ou hibrido preferida para oviposicdo ndao € necessariamente
aquela que vai promover o melhor desenvolvimento do inseto (MAYHEW, 2001;
WISE et al.,, 2008). Isto pode ser explicado pela presenca de compostos no
hospedeiro que pode prejudicar o desenvolvimento do inseto nas fases seguintes,
sem, no entanto, afetar seu comportamento de escolha para alimentacdo e
oviposicdao (WESTBROOK et al., 2011). Isto ocorreu com o hibrido 81G513 e com a
laranjeira ‘Valéncia’, que foram os mais atrativos a oviposicdo mas com viabilidade
de ovos e ninfas similar aos demais materiais.

Variagao entre espécies citricas quanto a capacidade de multiplicar D. citri
tem sido relatada na literatura. Alves et al. (2014), encontraram maior numero medio
de ovos em murta e nas variedades ‘Ponkan’ e laranjeira ‘Valéncia’ do que em
‘Hamlin’. Tsagkarakis, et al. (2010) encontraram menor numero de ovos em
tangerineira ‘Cledpatra’ (24,1) que em laranjeira ‘Azeda’ (80,2). Da mesma maneira
que Alves et al. (2014), Nava et al. (2007) também encontraram maior numero de
ovos em murta (348,4) e limoeiro ‘Cravo’ (265,1) do que na tangerineira ‘Sunki’

(166,2). No presente estudo, no entanto, nas diferentes etapas de desenvolvimento,
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D. citri se comportou em murta € nos demais hospedeiros de forma similar. Vale
ressaltar que neste estudo os insetos foram confinados em um unico broto, diferente
dos trabalhos citados que envolveram mais de um broto por planta, oferecendo
portanto maiores chances de posturas de ovos. Essa grande variagdo encontrada
entre estudos pode, segundo Nava et al. (2007), estar relacionada a muitos fatores
como hospedeiro e técnicas usadas para criar e manter D. citri em condi¢gdes de
laboratorio.

Variagcao entre hospedeiros para viabilidade de ovos e ninfas também tem
sido relatada na literatura. Alves et al. (2014) encontraram maior viabilidade de ovos
colocados em murta (85,7%) e ‘Valéncia’ (83,3%), do que em ‘Hamlin’ (56,8%). Ja a
viabilidade da fase ninfal variou de 57,4 a 79,1%, sem diferencas estatisticas entre
os diversos grupos. Nava et al. (2007) também observaram maior viabilidade ninfal
em murta (88,82%) do que em ‘Cravo’ (82,35%) ou ‘Sunki’ (44,6%). Tsagkarakis et
al. (2010) comparando a variedade ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort. ex Tanaka) com a
laranjeira ‘Azeda’ (C. aurantium) observaram viabilidade de ovo a adulto menor em
‘Cledpatra’ (4,38%) e maior em ‘laranja azeda’ (62,21%). Tsai e Liu (2000) relataram
maior viabilidade do desenvolvimento total do inseto sobre ‘Toranja’ (C. paradisi)
(84%) do que em ‘laranja azeda’ (C. aurantium) (65,5%).

Os materiais deste estudo comuns aos demais citados sdo a ‘Valéncia’, a
murta, o limoeiro ‘Cravo’ e a tangerineira ‘Sunki’. No estudo de Alves et al. (2014), a
viabilidade de ovos foi de 83 e 86% para ‘Valéncia’ e murta, respectivamente, contra
62 e 48% para os mesmos materiais em nossos estudos. No que diz respeito a
viabilidade de ninfas, Nava et al. (2007) encontrou 89, 44 e 82% para murta, ‘Sunki’
e ‘Cravo’, contra 92, 36 e 45% para os mesmos materiais em nossos estudos. Assim
como no caso da postura de ovos, as diferencas encontradas podem estar
relacionadas a fatores do ambiente e a fatores associados ao hospedeiro como

nutricdo e estadio de desenvolvimento das plantas e dos brotos.
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4.2. Multiplicagdo de Candidatus Liberibacter asiatius em diferentes

hospedeiros

Nesse estudo foi avaliada a possivel influéncia de porta-enxertos hibridos na
multiplicagdo de Ca. L. asiaticus. Porta-enxertos comerciais também foram incluidos
para comparagcdao. Os resultados referentes a sobrevivéncia e presenca de

Liberibacter nos garfos (material usado como in6culo) sdo mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Sobrevivéncia e resultado da analise por g°PCR de ramos de ‘Valéncia’
(garfos) usados na inoculacdo de Candidatus Liberibacter asiaticus em porta-
enxertos e laranja ‘Valéncia’'.

Variedade Total® Sobreviventes ” % Combrotos® % PCR+¢ % Titulo médio ©
81G513 9 6 67 4 67 4 100 421+093a

61AA3 12 12 100 7 58 6 86 6,29+0,13b

75AB 12 8 67 4 50 2 50 5,72+ 0,17 ab
Limao 'Cravo' 12 10 83 8 80 7 88 4,87 £0,23 ab
Poncirus trifoliata 13 13 100 11 85 11 100 5,84+ 0,23 ab
Tangerina 'Sunki' 12 1" 92 9 82 9 100 5,29+0,31ab
Citrumelo 'Swingle' 12 12 100 12 100 1 92 541+ 0,33ab
Laranja 'Valéncia' 10 8 80 7 88 6 86 5,62+ 0,28 ab
= 2553

P 0,0265

(3) Total de plantas inoculadas; (°) Numero de garfos que sobreviveram; (°) Garfos que emitiram broto; (4)
Numero de brotos que resultaram positivo (Ct < 34) apds andlise de qPCR; (®) Média do Logio do numero
estimado de células de Ca. L. asiaticus por grama de tecido. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre
si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A sobrevivéncia dos garfos variou entre os materiais estudados sendo 100%
para P. trifoliata, citrumeleiro ‘Swingle’ e o hibrido 61AA3, 83% para limoeiro ‘Cravo’,
80% para laranjeira ‘Valéncia’, 67% para os hibridos 81G513 e 75AB, 33% para o
hibrido 79AC e 11% para 81G220.

Os materiais inoculados que apresentaram menores porcentagens de plantas
com brotos foram os hibridos 79AC, 75AB e 61AA3, variando de 0 a 58%. Desses
brotos, a maioria foi positiva por qPCR (85 a 100%), com excegao dos hibridos 75AB
(50%) e hibrido 81G220, no qual a bactéria ndo foi detectada. O hibrido 79AC nao
foi avaliado por nao ter emitido brotos.

Com base nas diferencas entre as médias de titulo da bactéria agruparam-se
os materiais em trés grupos. No primeiro encontra-se o hibrido 61AA3, que
apresentou maior titulo, com log médio de 6,29 células por grama de tecido, néo

diferindo do grupo formado pelo ‘Cravo’, ‘Sunki’, ‘Swingle’, ‘Valéncia’, 75AB e P.
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trifoliata, com médias variando entre 4,87 a 5,84. Por fim encontra-se o hibrido
81G513, com log médio de 4,21. Os hibridos 81G220 e 79AC nao entraram na
comparacgao devido a alta mortalidade dos garfos.

Os resultados referentes a sobrevivéncia e multiplicagdo de Liberibacter nos

brotos emitidos nos caules das plantas inoculadas sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Sobrevivéncia e resultado da analise por qPCR de brotos emitidos nos

caules das plantas inoculadas com Candidatus Liberibacter asiaticus e na laranja

‘Valéncia’.
Variedade Sobreviventes ° % Com brotos © % PCR+* % Titulo médio ®
81G513 6 67 4 67 4 100 3,91+0,54
61AA3 10 83 4 40 3 75 469+042
Limao 'Cravo' 10 83 7 70 7 100 4,02 £0,34
Poncirus trifoliata 11 85 11 100 10 83 3,58 £0,17
Tangerina 'Sunki' 9 75 7 78 6 86 4,60 +0,30
Citrumelo 'Swingle' 10 83 10 100 7 70 3,38 £0,36
Laranja 'Valéncia' 8 80 6 75 6 100 4,03 +0,31
F 2,17
P 0,0683

(®) Numero de plantas inoculadas que sobreviveram; (°) Plantas inoculadas que emitiram broto; (°) nimero de
brotos que resultaram positivo (Ct < 34) apos analise de gPCR; (9) Média do Log1o do nimero estimado de
células de Ca. L. asiaticus por grama de tecido.

ApoOs a retirada do garfo muitas plantas morreram. O nivel de sobrevivéncia
variou entre 8% das plantas no 81G220, 58% no 75AB, 75% na tangerineira ‘Sunki’,
83% nas plantas do 61AA3 e de ‘Swingle’ e 85% nas de P. trifoliata. Todas as
plantas dos demais materiais sobreviveram.

Os materiais com maiores porcentagens de plantas com brotos foram os
porta-enxertos 81G513 com 67%, limoeiro ‘Cravo’ com 70%, ‘Valéncia’ com 75%,
‘Sunki’ com 78%, e ‘Swingle’ e P. trifoliata com 100%. Os materiais com menores
porcentagens de plantas com brotos foram o 75AB e 61AA3, com 29 e 40%
respectivamente. Os hibridos 81G220 e 79AC nao emitiram brotos. Na maioria dos
brotos a bactéria foi detectada, variando de 70 a 100%, com excec¢ao do hibrido
75AB com a bactéria detectada em 50% dos brotos avaliados. Com relagao ao titulo
médio, nao foi observada diferenga entre os materiais avaliados (F 2,17; P 0,06). Os
hibridos 81G220 e 79AC nao permitiram comparacdo de médias devido a alta

mortalidade.
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Os resultados referentes a sobrevivéncia e presenca de Liberibacter na casca

dos caules das plantas inoculadas sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Sobrevivéncia e resultado da analise por qPCR dos caules das plantas
inoculadas com Candidatus Liberibacter asiaticus e da ‘Valéncia’.

Variedade Sobreviventes ° % PCR+° % Titulo médio °
81G513 3 33 3 100 6,24 £ 0,12 bc
61AA3 10 83 10 100 4,95 £ 0,38 abc
75 AB 6 50 5 83 4,85+0,18 abc
Limao 'Cravo’ 7 58 7 100 5,46 £ 0,11 abc
Poncirus trifoliata 11 85 11 100 490+0,12 ac
Tangerina 'Sunki' 9 75 8 89 6,04+0,10b
Citrumelo 'Swingle 10 83 10 100 4,55+0,21a
Laranja 'Valéncia' 7 70 7 100 5,46 £ 0,51 abc
F 412

P 0,0011

(3) Naimero de plantas inoculadas que sobreviveram; (°) nimero de cascas dos caules que resultaram positivo (Ct
< 34) ap6s analise de qPCR; (°) Média do Log1o do numero estimado de células de Ca. L. asiaticus por grama de
tecido. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Candidatus Liberibacter asiaticus foi detectada em 100% das plantas dos
hibridos 81G513 e 61AA3, do limoeiro ‘Cravo’, de P. trifoliata, citrumeleiro ‘Swingle’
e da laranjeira ‘Valéncia’, em 89% da tangerineira ‘Sunki’ e em 83% do 75AB.

Com relagdo ao titulo de Ca. L. asiaticus, os maiores valores foram
encontrados nos caules das plantas do hibrido 81G513 e da tangerineira ‘Sunki’,
com médias de 6,24 e 6,04 respectivamente. O menor titulo foi encontrado no porta-
enxerto citrumeleiro ‘Swingle’, com média de 4,55.

Os resultados referentes a sobrevivéncia e multiplicacdo de Liberibacter nas

raizes das plantas inoculadas sdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6. Sobrevivéncia e resultado da analise por gPCR das raizes das plantas
inoculadas com Candidatus Liberibacter asiaticus e da ‘Valéncia’.

Variedade PCR+° % Titulo médio ¢
81G513 3 100 5,51+0,11 bc
61AA3 9 90 567 £0,15¢
75AB 5 83 3,88 £0,29a
Limao 'Cravo' 7 100 3,86 +0,41 a
Poncirus trifoliata 11 100 3,93 £0,14 a
Tangerina 'Sunki' 7 78 407 £0,18 ab
Citrumelo 'Swingle' 10 100 3,63 0,27 a
Laranja 'Valéncia' 5 71 549 + 0,28 ¢
F 11,24

P 0,0000

(?) Numero de amostras de raizes que resultaram positivo (Ct < 34) apds analise de qPCR; (°) Média do Log1o do
numero estimado de células de Ca. L. asiaticus por grama de tecido. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Nas raizes Ca. L. asiaticus foi detectada em 100% das plantas do porta-
enxerto 81G513, 61AAS3, do limoeiro ‘Cravo’, de P. trifoliata, do citrumeleiro ‘Swingle’
e da laranjeira ‘Valéncia’, em 89% das plantas da tangerineira ‘Sunki’, e em 83% das
plantas do 75AB.

Quando comparados os titulos médios, os menores valores foram
encontrados em citrumeleiro ‘Swingle’ (log médio de 3,63), limoeiro ‘Cravo’ (3,86),
75AB (3,88) e P. trifoliata (3,93), e os maiores valores em laranjeira ‘Valéncia’ (5,49)
e 61AA3 (5,67). O hibrido 81G513 (5,51) e a tangerineira ‘Sunki’ (4,06) ndo diferiram
estatisticamente dos dois primeiros grupos avaliados.

A baixa sobrevivéncia limitou analise mais detalhada da influéncia dos
materiais incluidos neste estudo em multiplicar a bactéria do HLB. Os porta-enxertos
81G220, 79AC e o 81G513 apresentaram alta mortalidade. Nao foi possivel
identificar a possivel causa. Acredita-se que pode estar associada a
incompatibilidade da variedade usada como inoculo com a variedade inoculada.
Também pode ser devida a alta sensibilidade a colonizacdo pela bactéria, como
ocorre com a laranjeira ‘Azeda’, alguns limoeiros verdadeiros, o limoeiro ‘Galego’,
certos pomeleiros e a laranjeira ‘Péra’ em relagdo ao virus da tristeza dos citros
(FEICHTENBERGER et al., 2005).

Reacao de incompatibilidade entre porta-enxerto e copas tem sido relatada na

literatura. Oliveira et al. (2012) observaram que o citrumeleiro ‘Swingle’ apresentou
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maior grau de incompatibilidade com as copas de laranjeiras ‘Pera B’, ‘Cara-Cara’,
‘Westin’ e tangeleiro ‘Page’. Segundo Stuchi et al., (2002) a tangerineira ‘Cledpatra’
apresenta incompatibilidade com algumas variedades como a tangerineira ‘Satsuma’
e os limoeiros ‘Eureka’ e ‘Lisboa’.

Todos os relatos na literatura apontam para uma n&o existéncia de fontes de
resisténcia a Ca. Liberibacter dentro do género Citrus e até mesmo em outros
géneros da familia Rutaceae (HALBERT e MANJUNATH, 2004). Contudo, trabalhos
recentes sugerem que os porta-enxertos podem ter influéncia na incidéncia e
severidade do HLB, como é o caso do cultivar ‘Carrizo’, da tangerineira ‘Sunki’ e de
P. trifoliata.

No presente estudo demonstrou-se que houve influéncia dos porta-enxertos
na multiplicacdo de Ca. L. asiaticus, no qual o hibrido 81G513 foi o que proporcionou
menores concentracdes da bactéria em brotagdes da fonte de indculo. O citrumeleiro
‘Swingle’ apresentou menores valores tanto no caule como na raiz, seguido dos
porta-enxertos limoeiro ‘Cravo’, 75AB e de P. trifoliata. Porém, n&o se pode afirmar
que se trata de resisténcia porque a bactéria multiplicou em altas taxas em todos os
materiais estudados e em todas as partes avaliadas. Ha que se ressaltar, no
entanto, que os dados obtidos neste trabalho se referem a avaliagdo de plantas
inoculadas por enxertia, situagdo que nao ocorre em condi¢des naturais, onde o
vetor € a unica forma de transmissao.

Variagdo na capacidade de multiplicar Liberibacter também ocorreu nos
estudos feitos por Boscariol-Camargo et al. (2010), ao avaliarem diferentes
gendtipos de citros e géneros proximos. Apos a inoculagao por borbulhas infectadas
a bactéria foi detectada em todos os gendtipos avaliados, mas em menores valores
na limeira da ‘Pérsia’, P. trifoliata e ‘Atalantia’. Albrecht et al. (2012), avaliando a
influéncia de diferentes porta-enxertos nas copas de laranjeiras doce a nivel de
campo, também observaram que os porta-enxertos ndo afetam a incidéncia da
doengca e que as arvores em todos os porta-enxertos foram danificadas
consideravelmente por HLB.

A tolerancia de P. trifoliata e seus hibridos, muito citada na literatura, néo se
confirmou no presente estudo. Marengo (2009) encontrou menor taxa de infecgéo e

mais lenta multiplicagdo da bactéria. O mesmo foi encontrado por Albrecht et al.
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(2011) em mudas de US-897 [hibrido de P. trifoliata e tangerineira ‘Cledpatra’ (C.
reticulata Blanco)].

O mesmo ocorreu com a tangerineira ‘Sunki’ que apesar de também ter sido
citada como tolerante a bactéria do HLB (Marengo, 2009), neste estudo, apresentou
titulos similares ao dos demais materiais. Lopes et al. (2013), avaliando padrbes de
colonizacgao e distribuicdo de Ca. L. asiaticus em diferentes porta-enxertos de citros
também nao encontrou diferengas no titulo encontrado na tangerineira ‘Sunki’ em
relagédo ao limoeiro ‘Cravo’ e ao citrumeleiro ‘Swingle’.

Embora diferengas estatisticas significativas nos valores de log tenham sido
encontradas, ndo sé na raiz como em todas as partes avaliadas, estas diferencas
nao foram grandes o suficiente que permitam separa os materiais estudados em

suscetiveis e resistentes.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir:

Que ao limitar a multiplicacéo de D. citri nas brotagdes, o hibrido 79AC pode
ter alguma importancia em reduzir a populagdo de D. citri em pomares, se
esta caracteristica for transportada para a copa das arvores enxertadas sobre
este porta-enxerto;

Que ao permitir a multiplicacao e colonizagao de Ca. L. asiaticus em todas as
partes avaliadas, nenhum dos hibridos estudados apresenta qualquer
resisténcia a bactéria do HLB;

Que novos estudos devem ser conduzidos para verificar se a influéncia em
limitar o desenvolvimento do inseto em pé-franco se repete em mudas tendo
como copas laranjas ou outras variedades/espécies exploradas

comercialmente.
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