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MULTIPLICACAO DE Diaphorina citri E TRANSMISSAO DE Candidatus
LIBERIBACTER ASIATICUS ENTRE LARANJEIRA DOCE E LIMEIRA ACIDA
‘“TAHITI’

RESUMO - Huanglongbing (HLB) é considerada a mais importante doenca da
citricultura mundial. No Brasil, esta associada principalmente a bactéria Candidatus
Liberibacter asiaticus (Las), transmitida pelo inseto Diaphorina citri. Apesar da
grande importancia comercial, poucas sdo as informacgfes sobre varios aspectos
desta doenca limeiras acidas, inclusive o potencial que esta representa como fonte
de in6culo para as laranjeiras. O objetivo do presente trabalho foi (i) avaliar a
favorabilidade da limeira acida ‘Tahiti’ a reproducédo de D. citri e multiplicacdo de
Las, (ii) caracterizar sintomas foliares e danos em raizes de plantas afetadas e (iii)
avaliar, por meio de inocula¢fes cruzadas, seu potencial como fonte de inéculo para
a laranjeira ‘Valéncia’ e vice-versa. Ambos os hospedeiros estavam enxertados em
limoeiro ‘Cravo’, com 2 anos de idade. O capitulo | contém revisdo de literatura, o Il
estudo comparativo de plantas das duas hospedeiras como criadouro de D. citri e 0
lll caracterizagdo de sintomas foliares, danos em raizes e resultados das
inoculagdes cruzadas, usando como indculo borbulhas doentes e insetos infectivos.
A ‘Tahiti’ foi menos favoravel que a ‘Valéncia’ ao desenvolvimento do inseto. Nela as
taxas de oviposicdo e sobrevivéncia de ninfas foram menores, ou seja, 59,7 e
48,5%, respectivamente, em relacdo a ‘Valéncia’ no primeiro experimento, e de 75,4
e 33,4% no segundo experimento. Em ‘Tahiti’ as manchas amarelas foliares foram
mais intensas, porém os danos nas raizes similares aos observados em ‘Valéncia’.
Uma escala fotografica foi desenvolvida e mostrou-se util na avaliagdo dos
experimentos. Inesperadamente, diversas plantas experimentais estavam infectadas
com Phytophthora spp., 0 que nos permitiu, embora em carater preliminar, também
avaliar possivel influéncia deste patdgeno na interagdo Las-citros. Na parte aérea,
Phytophthora promoveu maiores titulos nas plantas inoculadas por enxertia, assim
como estimulou a planta a exibir sintomas foliares mais cedo. No sistema radicular,
este patdgeno ndo favoreceu a colonizacdo por Las, com exceg¢do de ‘Tahit’

inoculada com in6culo oriundo de ‘Tahiti’, independente do método de inoculacéo.



Phytophthora néao contribuiu para aumento dos danos em plantas com Las. De forma
geral, plantas de ‘Valéncia’ foram colonizadas por Las, independente da fonte de
in6culo e método de inoculacdo. A ‘Tahiti’, por sua vez, foi colonizada por Las
oriunda de ambos os hospedeiros, porém somente quando inoculada por enxertia.

A ‘Tahiti’ pode atuar como fonte de indculo para si mesma e para laranjeiras.

Palavras-chave: Citrus latifolia, Citrus sinensis, Huanglongbing, inoculag&o cruzada,

psilideo.
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MULTIPLICATION OF Diaphorina citri AND TRANSMITION OF Candidatus
LIBERIBACTER ASIATICUS BETWEEN SWEET ORANGE AND ‘TAHITI” ACID
LIME

ABSTRACT - Huanglongbing (HLB) is considered the most important disease of
citrus worldwide. In Brazil, the bacterium most commonly associated with the disease
iIs Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) transmitted by the insect Diaphorina citri.
Despite the great commercial importance, little is known about the disease on acid
limes. The objectives of this study were (i) to evaluate the favorability of the ‘Tahiti’
acid lime for the reproduction of D. citri and multiplication of Las, (ii) characterize
foliar symptoms and root damage on infected plants and (iii) to evaluate, through
cross inoculations, the potential that diseased ‘Tahiti’ represents as source of
inoculum to sweet orange ‘Valencia’ and vice versa. Both hosts were two-year-old
and growing on ‘Cravo’ Rangpur lime rootstock. Chapter | contains literature review,
Il a comparative study of the favorability of the two hosts for D. citri reproduction, and
[l a characterization of foliar symptoms, root damage and the results of cross
inoculation experiments, using as inoculum diseased budsticks and infective insects.
‘Tahiti’ was less favorable than ‘Valencia’ to insect development. On these plants
oviposition rates and nymph survival were, respectively, 59.7 and 48.5% of those on
‘Valencia’ in the first experiment, and 75.4 e 33.4 % in the second experiment. On
‘Tahiti’ the yellow leaf spots were more intense, but root damage like those on
‘Valencia’. Unexpectedly, several experimental plants were infected with
Phytophthora spp., which allowed us to assess the influence of this pathogen on Las-
citrus interaction. On Phytophthora-infected plants inoculated by grafting, higher
bacterium titers were detected on leaves, and the symptoms expressed earlier. This
pathogen did not favor root colonization by Las, excepting ‘Tahiti’ that received
inoculum of Las from ‘Tahiti', nor contributed to increase root damage. Overall,
‘Valencia’ was infected by Las, independently of the citrus variety source inoculum
and method of inoculation. ‘Tahiti’, in turn, was infected by Las originated from both
hosts, but only when inoculated by grafting. When exposed to infective insects,

‘Tahiti' became infected only when the source of inoculum was another ‘Tahiti’.
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Removal of diseased trees of ‘Tahiti’ (as of any other citrus) from commercial or

noncommercial areas should be reinforced as crucial to the success of HLB control.

Keywords: Citrus latifolia, Citrus sinensis, cross inoculation, Huanglongbing, psyllid.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Aspectos gerais da citricultura no Brasil

A cultura dos citros é uma das principais atividades do agronegdcio brasileiro
(NEVES;TROMBIN, 2017), com destaque para o cultivo da laranja. O Brasil é o
maior produtor mundial desta fruta, responsavel por 38% dos frutos e 64% do suco
concentrado consumido no mundo (AGRIANUAL, 2018). Apesar da atividade
citricola estar presente em quase todas as regides do pais, esta se concentra na
regido Sudeste, no chamado cinturdo citricola, que engloba diversos municipios do
estado de Sao Paulo e alguns do estado de Minas Gerais, situados nas regides do
Triangulo Mineiro e Sudoeste deste estado. Neste ano de 2018, dos 465 mil
hectares plantados com citros nesta regido, 414 mil estédo destinados ao cultivo de
laranjas doces, o que representa 89% do total de area plantada (FUNDECITRUS,
2018). Apesar do indiscutivel predominio das laranjeiras, a area representada com
com esta fruteira caiu de 92% em 2015 para 89% em 2018. Por outro lado, a
representatividade das limeiras acidas e limoeiros, subindo de 6% em 2015 para 8%
em 2018 e o mesmo também aconteceu com as areas produtoras de tangerinas,
gue passaram de 2% para 3%. (FUNDECITRUS, 2018).

Os citros pertencem a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, com a
maioria das espécies de importancia econdmica pertencendo ao género Citrus e
algumas aos géneros afins Fortunella e Poncirus (DAVIES; ALBRIGO, 1994). Os
citros tém origem no continente asiatico, exceto pomelo (Citrus maxima [Burm.]
Merrill), nativo da llha de Barbados, no Caribe (DONADIO; MOURAO FILHO;
MOREIRA, 2005). Da Asia os citros foram levados para outros continentes
adaptando-se bem principalmente em regides tropicais e subtropicais do globo
(DAVIES; ALBRIGO, 1994). Estas espécies foram trazidas para o Brasil no inicio do



século XVI, pelos portugueses, onde se expandiram por todo o pais (HASSE, 1987
apud DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).

No Brasil, as espécies citricas sdo cultivadas em diversas combinacfes de
variedade de copa e porta-enxerto. As variedades copa de laranjeiras diferem entre
si principalmente pela qualidade de seus frutos e épocas de floragéo e colheita (PIO
et al., 2005), e as de porta-enxerto pelo vigor e produtividade das copas (SAEED,;
DODD; SOHAIL, 2010), tolerancia a diversas condi¢cdes de estresse abidtico,
especialmente excesso ou déficit hidrico (TREEBY et al., 2007; ALLARIO et al.,
2013; TRAMONTINI et al., 2013; ARGAMASILLA; GOMEZ-CADENAS; ARBONA,
2014), e resisténcia ou tolerancia a pragas e doencas, especialmente as que afetam
as raizes (LAPOINTE; BOWMAN, 2002; AGUT et al., 2014). Neste ano de 2018, no
parque citricola, as principais variedades copa de laranjeiras sdo as precoces
‘Hamlin’, ‘Westin’, ‘Rubi’, ‘Seleta’, ‘Pineapple’ e ‘Valéncia Americana’, a de meia
estacdo ‘Péra Rio’, e as tardias ‘Valéncia’, ‘Folha Murcha’ e ‘Natal’ (FUNDECITRUS,
2018). Dentre os porta-enxertos, os mais utilizados sdo o citrumeleiro ‘Swingle’, o

limoeiro ‘Cravo’ e as tangerineiras ‘Sunki’ e ‘Cledpatra’ (IAC, 2014).

1.2. Limeira acida ‘Tahiti’

A limeira &cida ‘Tahiti’, Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka, a ser referida
neste trabalho apenas como ‘Tahiti’, pertence a um grupo de citros chamado de
limas &cidas. E também conhecida como lim&o ‘Tahiti’ no Brasil, limon Persa’ no
México, ‘Bearss lime’ na Califérnia, ‘Tahiti acid lime’ na Flérida (CRUZ et al., 1994) e
como ‘lima acida de fruto grueso’ na Espanha (GONZALEZ-MARTINEZ; GARCIA-
LEGAZ, 1990). Dentre as espécies citricas, a ‘Tahiti’ € a de maior precocidade, com
producao significativa a partir do terceiro ano. Entretanto, somente a partir do quinto
ano é que a planta comeca a expressar rendimentos econdmicos (BARBOZA, 2007).
Os frutos sdo grandes, ovais, oblongos ou levemente elipticos e praticamente
desprovidos de semente. A auséncia de sementes ocorre pelo fato da ‘Tahiti’ ser um

hibrido tripléide (3n = 27) com inviabilidade de pdlen e 6vulo formando, assim, frutos



partenocarpicos (MATTOS JUNIOR et al., 2005). Seus frutos sdo consumidos in
natura como fruta fresca ou, assim como as laranjas, na forma de suco concentrado
apos processamento pela industria. Da casca da ‘Tahiti’ também se extraem Oleos
essenciais e pectina com os residuos usados na producdo de racdo animal
(AMARO; CASER; NEGRI, 2003).

Embora ndo esteja definitivamente esclarecida a origem filogenética da
‘Tahiti’ acredita-se que seus parentais sejam uma lima acida com semente
(possivelmente a ‘Galego’ - Citrus Aurantifolia Swingle) e provavelmente uma cidra
(Citrus maxima L.) ou um liméo (Citrus Limon (L.) Burm. f.) (REECE; CHILDS, 1962,
PINTO; SOUSA; RAMOS, 2004).

O Brasil destaca-se na producdo mundial de limas acidas e limdes. Na safra
de 2016/2017 produziu cerca de 1,2 mil toneladas de frutos (AGRIANUAL, 2018). No
cinturdo cintricola, os pomares destas fruteiras ocupam, em 2018, 39 mil hectares,
sendo 90% com ‘Tahit’. As maiores concentracdes de plantios de ‘Tahiti’ estéo
localizados no estado de S&o Paulo, onde o clima favorece a ocorréncia de
sucessivos fluxos de brotos reprodutivos, principalmente nas microrregibes de
Bebedouro, Matéo, Limeira e Votuporanga, regides estas que também se destacam
na producdo de laranjas doce (VIEIRA, 1988; FUNDECITRUS, 2018). Segundo a
CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo) a
‘Tahiti’ ocupa o 8° lugar dentre todas as frutas comercializadas no estado de Sao
Paulo (CEAGESP, 2018). Neste Estado, os clones mais plantados sao o ‘IAC-5’ ou
‘Peruano’ e o ‘Quebra-galho’. O ‘Peruano’ apresenta boa produtividade, tolerancia
ao virus da tristeza, auséncia de fissuras na casca do tronco e ramos, € menor
incidéncia de hipertrofia do calice das flores (FIGUEIREDO, 1991). O clone ‘Quebra-
galho’ € o mesmo ‘Peruano’, porém, infectado com o complexo de virdides dos citros
(CVvd), inclusive o da exocorte (CEVd), que confere a planta porte médio, maior
nuamero de floradas, favorecendo colheitas frequentes e ampliagdo do periodo de
comercializacdo (PINTO; SOUSA; RAMOS, 2004). Por este motivo o ‘Quebra-galho’
€ 0 mais encontrado nos pomares comerciais no estado de Sao Paulo. Diferente do
gue ocorre com as laranjeiras, poucos porta-enxertos sdo utilizados com a ‘Tahiti’,
predominando o limoeiro ‘Cravo’, principalmente por este conferir a planta boa

produtividade, resisténcia a déficit hidrico e tolerancia ao virus da tristeza. Sua maior
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limitacdo € a suscetibilidade ao oomicetos Phytophthora nicotianae e P. citrophthora,
agentes causais de podridées de colo e raiz, também conhecidas como gomose
(FIGUEIREDO et al., 1996; TRUCOM, 2009).

1.3. Phytophthora spp.

O género Phytophthora, do Grego Phyton = planta e phthora = destruidor
(destruidor de plantas), pertence ao Reino Straminipila, filo Oomycota, classe
Oomycetes, ordem Pythiales e familia Pythiaceae (DICK, 2001). A pesenca de hifas
dipldides e cenociticas, parede celular composta principalmente de celulose e [3-
glucanas séo as principais caracteristicas que os distinguem dos fungos, reino Fungi
(ALEXOPOULOS, et al.,, 1996; DICK, 2001). Em nivel mundial, sdo citadas 12
espécies ocorrendo em citros. No Brasil P. nicotianae e P. citrophthora sao os
principais patdgenos, sendo P. Nicotianae a espécie predominante (LARANJEIRA et
al., 2005; FEICHTENBERGER et al., 2005). Estes organismos vivem no solo e
atacam as plantas em condicbes de viveiro, telado e campo. Esta doenca se
manifesta de diferentes maneiras sendo as mais comuns podriddo do pé, raizes e
radicelas, com exudacado de goma em les@es de tronco e colo da planta, dai o termo
gomose (FEICHTENBERGER et al.,, 2005). Esses danos resultam em sintomas
reflexos na parte aérea caracterizados por clorose uniforme e progressiva, murcha e
pequeno desenvolvimento e queda das folhas e, finalmente, morte da planta
(FUNDECITRUS, 2017). O desenvolvimento da doenca € mais intenso sob altas
temperaturas e alta umidade do solo e ar (FEICHTENBERGER et al., 2005).

1.4. Huanglongbing (HLB)

‘Huanglongbing’ é a doenga mais destrutiva da cultura dos citros descrita na
Asia ha mais de cem anos (DA GRACA, 1991, BOVE, 2006). A palavra provém do



chinés e significa "doenca do ramo amarelo”, em referéncia ao sintoma mais comum
observado nas copas de plantas afetadas (VAN VUUREN, 1996). Fora da Asia,
doenca similar em sintomas porém causada por uma outra espécie de Liberibacter
foi descrita inicialmente na Africa do Sul, no ano de 1920, onde recebeu o nome de
“Greening” (VAN DER MERWE; ANDERSEN, 1937; OBERHOLZER; VON STADEN,;
BASSON, 1965). Nas Américas, a doencga foi descrita primeiramente no Brasil, em
2004 (COLETTA-FILHO et al., 2004), e no ano seguinte nos Estados Unidos da
América (HALBERT, 2005). No continente americano o HLB ja se espalhou por
praticamente todos os paises da regido central e Caribe. Também esté presente na
Argentina, Paraguai e Colombia (SENASA, 2009; SENAVE, 2013; ICA, 2015).

O HLB esta associado a trés espécies de bactérias de floema transmitidas
por insetos e denominadas Candidatus Liberibacter africanus (Laf), Ca. L. asiaticus
(Las) e Ca. L. americanus (Lam) (BOVE 2006; DAVIS et al., 2008; SECHLER et al.,
2009). Sao bactérias Gram-negativas pertencentes a subdivisdo alfa das
proteobactérias e familia Rhizobiacea. Por ndo ser possivel seu cultivo em meios
artificiais, a identificacdo e classificacdo taxondmica se baseia na sequéncia de
nucleotideos da regido 16S do DNA ribossomal (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER,
1994). Recentemente, na Colémbia, foi descrita uma quarta espécie (Ca. L.
caribbeanus), detectada apenas no inseto Diaphorina citri e sobre a qual pouco se
sabe. Na Africa do Sul, também foram descritas recentemente variantes de Laf
(quatro subespécies), restritas, aparentemente, as rutdceas nativas Calodendrum
capensis (L. f.) Thunb. (GARNIER et al.,, 2000), Clausena anisata (Will) Hook,
Zanthoxylum capense Thunb. e Vepris lanceolata (Lam.) G. Don (ROBERTS et al.,
2015; PHAHLADIRA; VILJOEN; PIETERSEN, 2012). Além de Liberibacter, foram
encontrados no Brasil e na China, em plantas de laranjeiras com sintomas de HLB,
duas espécies de fitoplamas limitadas ao floema de plantas com sintomas muito
similares aos de HLB (TEIXEIRA et al., 2008; CHEN et al., 2009).

De todas as espécies e variantes de Liberibacter responsaveis pelo HLB, os
mais conhecidos sdo Las, Lam (ambos presentes no Brasil) e Laf (restrita & Africa).
Las € a espécie mais disseminada e a que mais danos tém causado. Esta espécie
tolera altas temperaturas e atinge mais altos titulos em citros (LOPES et al. 2009,

2013 e 2017a). Lam e Laf, por sua vez, nao toleram altas temperaturas. Ademais,



Lam é menos apta a multiplicar-se em citros quando comparada a Las.
Provavelmente por estes motivos, em pouco tempo Las suplantou Lam no Brasil,
hoje presente em menos de 0,5% das plantas afetadas. Menores titulos da bactéria
na planta reduzem suas chances de ser transmitida pelo psilideo (LOPES et al,
2013, 2017b).

1.5. Processo infeccioso e efeitos na planta

Dentre as Liberibacters, Las é a mais conhecida. Sua aquisicdo na planta
doente ocorre durante a alimentacdo do psilideo em brotos de ramos de plantas
doentes e sua transmissdo acontece durante a alimentagéo na planta sadia (HUNG
et al., 2004). A aquisicao € mais eficiente quando o inseto se encontra no estadio de
ninfa e a partir do 2° instar. A transmissdo acontece a partir desta fase até a fase
adulta (XU et al., 1988; HUNG et al., 2004; INOUE et al., 2009). No entanto, a taxa
de aquisicao por ninfas ou adultos também pode variar de acordo com a populacéo
bacteriana presente nos brotos (LOPES et al., 2017a). A bactéria também se
multiplica no sistema circulatério do inseto, estando este apto a dissemina-la apés
um periodo de laténcia de 10 a 18 dias, (ROGERS; STANSLY, 2012) que perdura
por toda sua vida (XU et al., 1988; HUNG et al., 2004), que pode variar de 80 a 90
dias dependendo das condi¢cdes ambientais (AUBERT, 1987; YANG, et. al., 2006).

Logo apoés a infecgdo na planta, Las movimenta-se mais rapidamente para
as partes que estao servindo de dreno dos fotoassimilados, ou seja, meristemas em
desenvolvimento nas extremidades das raizes ou ramos (RAIOL JUNIOR;
CIFUENTES-ARENAS; LOPES, 2017). Las ja foi detectada em todos os tecidos da
planta (folhas, raizes, caules, flores, frutos, tegumento da semente) exceto no
endocarpo (TATINENI et al., 2008), porém sua distribuicdo € irregular (TATINENI et
al., 2008; TEIXEIRA et al., 2008; FOLIMONOVA et al., 2009; LI; LEVY; HARTUNG,
2009), com os titulos variando com as estacdes do ano (LOPES et al.,, 2017;
GOTTWALD et al., 2012). Durante a colonizacdo da planta pela bactéria ocorre

obstrucdo dos vasos do floema impedindo a translocacdo de substancias



fotossintetizadas nos ramos infectados e dos ramos infectados para o restante da
planta (BOVE, 2006; ETXEBERRIA et al., 2009; ACHOR et al., 2010). Essa
obstrucdo induz a expressdo de sintomas reflexos em folhas, frutos e raizes. Os
primeiros sintomas visiveis ocorrem em folhas, que comecam a amarelecer e tornar-
se ‘mosqueadas” (sem delimitagdo clara entre a parte verde e amarela). Com o
progresso da infeccdo surgem, nas folhas, sintomas similares aos induzidos por
deficiéncia de zinco e ferro. Em ramos sintomaticos os frutos crescem de forma
irregular e se tornam deformados, com sementes abortadas, menor producdo de
etileno, maiores niveis de acido abscisico e indol-acético, maturacdo invertida
(iniciando-se do pedunculo) e, assim como as folhas, caem prematuramente
(MCCLEAN; SCHWARZ, 1970, DA GRACA, 1991, DA GRACA et al., 2016). Além
disso, ha progressiva perda de massa de raizes, que ocorre antes mesmo dos
sintomas serem observados na copa, limitando a capacidade de absorcéo de
nutrientes (GRAHAM et al., 2013; JOHNSON et al., 2014).

Os variados gendtipos de citros reagem diferentemente a infeccdo por Las.
Apesar da bactéria conseguir se estabelecer e, geralmente, atingir altas
concentragbes em alguns gendtipos, os sintomas foliares sdo menos intensos
(FOLIMONOVA et al., 2009). Também ha variacdo nos niveis de expressao de
genes de defesa e na velocidade com que as mudancas anatdmicas acontecem
apos a infeccdo (ALBRECHT; BOWMAN, 2012; FAN et al., 2013).

Assim como as laranjeiras, limeira acida ‘Tahiti’ afetada por HLB tem sido
encontrada tanto em areas comerciais como em fundos de quintal em areas
urbanas. O rapido avanco da ocorréncia de HLB em citros ja era esperado visto ndo
haver nenhuma espécie comercial de copa ou porta-enxerto resistente a doenca
(FUNDECITRUS, 2018).

1.6. Morfologia e bioecologia de Diaphorina citri

Embora experimentalmente todas as espécies de Ca. Liberibacter que

infectam citros possam ser transmitidas por enxertia (LOPES; FRARE, 2008), a



disseminagdo no campo ocorre por insetos sugadores de floema. Las e Lam sao
transmitidas naturalmente pelo psilideo D. citri (Hemiptera: Liviidae) e Laf pelo
psilideo Trioza eritreae (Hemiptera: Psillidae). Esta revisdo se limitara a D. citri, o
anico vetor presente no Brasil.

D. citri oviposita preferencialmente em brotos novos e tenros com folhas em
desenvolvimento e as margens ainda fechadas (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018).
Os ovos medem 0,3 mm de comprimento e sdo periformes. Quando recém
ovipositados sdo brancos, mas tornam-se amarelos e finalmente alaranjados no
momento da eclosdo das ninfas. As ninfas passam por cinco instares com tamanho
variando entre 0,25 e 1,25 mm. Sua colora¢do é amarela-alaranjada com manchas
abdominais e longos filamentos na placa apical do abdémen. Os adultos medem de
2,8 a 3,2 mm de comprimento. Quando recém emergidos sdo brancos com as asas
cristalinas e enrugadas, evoluindo para a cor preta no dorso e branco, esverdeado
ou alaranjado no ventre. Distingue-se das outras espécies do género pelo padrdo de
manchas na asa anterior e pelo formato das genitalias (BLACKWELL, 2005; HALL,
2008). Aparentemente, ha diferencas no tempo de emergéncia de adultos. Machos
emergem antes das fémeas, evidenciando protandria ou protogenia (CIFUENTES-
ARENAS et al., 2018).

Os adultos podem se acasalar logo apés a emergéncia. As fémeas colocam
ovos 8 h depois (PANDE, 1971). O acasalamento precoce nem sempre resulta em
ovos férteis. O macho precisa de mais tempo para amadurecer sexualmente
(WENNINGER; HALL, 2007). O tempo de desenvolvimento de ovo a fase adulta
varia de acordo com a temperatura, sendo de 49,3 dias a 15°C a 14,1 dias a 28°C
(TSAI e LIU, 2000).

1.7. Manejo do HLB

Conforme mencionado, HLB é considerada a doenca mais devastadora dos
citros, isto porque se dissemina muito rapido dentro e entre pomares e propriedades.

Os prejuizos diretos estdo associados a rapida progressao da incidéncia de plantas



infectadas no pomar assim como de sintomas na copa, o que diminui notoriamente a
quantidade e qualidade dos frutos (BALDWIN et al., 2010; BASSANEZI et al., 2011).
Ja os prejuizos indiretos estdo associados aos altos custos do manejo ocasionando
aumento consideravel no custo total de producdo (DA GRACA, 1991; BOVE, 2006;
GOTTWALD, 2010).

Conter o avanco do HLB é tarefa ardua e custosa. Nao existem variedades
comerciais resistentes ou cura para a planta doente. Portanto, seu controle é
baseado exclusivamente em acdes preventivas, as quais requerem eliminacado de
plantas sintomaticas para reduzir fontes de inéculo (a¢do pouco aceita por muitos
produtores) e constantes aplicacdes de inseticidas para reduzir a populagdo do
inseto vetor. Ademais, acoes isoladas e pouco rigorosas tém pouca valia, razao pela
qual a incidéncia da doenca aumentou no parque citricola brasileiro, de 0,6% em
2008 para 17% em 2017 (FUNDECITRUS, 2017), e praticamente dizimou a
citricultura da Florida, hoje com a maioria das plantas afetadas pela doenca.

Um dos principais desafios do manejo do HLB € a dificuldade de se proteger
brotos novos do acesso de psilideos, principalmente daqueles oriundos de plantas
doentes de pomares abandonados ou de fundos de quintal, que ndo séo alvo de
controle. No cinturdo citricola a area total de pomares abandonados era de 6.050
hectares em 2018, sendo 4.401 de laranjeiras doce e 506 de limas &cida e limdes
(FUNDECITRUS, 2018). Para minimizar este problema, muitos produtores vém
fazendo um trabalho de conscientizacdo de seus vizinhos, negociando a erradicacéo
das plantas sintométicas, ou solicitando autorizacdo para pulveriza-las regularmente.
Quando nao permitem a eliminacdo dessas plantas ou a aplicagdo de produtos
quimicos, solicitam autorizacao para liberar Tamarixia radiata, uma pequena vespa
gue parasita as ninfas de D. citri, e usada no controle bioldgico deste inseto. Essas
acdes em conjunto tém reduzido a pressdo de inéculo externo e auxiliado no
controle da doenca dentro das propriedades comerciais (MONTEIRO, 2013;
MICHIGAMI, 2015).
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CAPITULO 2- Reproducéo e desenvolvimento de Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) em limeira acida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia

Tanaka)

RESUMO- Objetivou-se com este estudo comparar o potencial reprodutivo de
Diaphorina citri em brotagfes de limeira acida ‘Tahiti’ e de laranjeira doce ‘Valéncia’.
Foram conduzidos dois experimentos em estufas com plantas de dois anos de idade
tendo o limoeiro ‘Cravo’ como porta-enxerto. No primeiro avaliou-se a capacidade de
oviposicdo, e no segundo sobrevivéncia ninfal. Para ambos, as plantas foram
podadas 15 cm acima do ponto de enxertia e selecionou-se um broto tenro em pleno
desenvolvimento. Os insetos foram criados em plantas de murta sadias. No primeiro
experimento foram confinados, em dois ambientes (camara climatizada e telado)
dois casais virgens de psilideo, os quais foram mantidos por mais 48 horas apos o
inicio da oviposicdo. No segundo experimento, repetido duas vezes em telado, 30
ninfas recém-eclodidas foram transferidas para brotos. Na camara climatizada, o
namero e viabilidade dos ovos foram maiores em ‘Valéncia’ (115,3 ovos e 84,93%,
respectivamente) do que em ‘Tahiti’ (68,8 ovos e 64,84%). No telado, o hospedeiro
influenciou apenas o nimero de ovos, resultando em 195 ovos em ‘Valéncia’ e 147
em ‘Tahiti’. No segundo experimento, o periodo de desenvolvimento de ninfas
mantidas em ‘Tahiti’ foi em média 5 dias mais longo do que ninfas mantidas em
‘Valéncia’ (19,20 contra 14,02 dias, respectivamente). Essa diferenca foi ainda maior
na repeticdo do experimento, com 28,30 e 20,10 dias, respectivamente. D. citri

apresentou menor potencial reprodutivo em ‘Tahiti’ do que em ‘Valéncia’.

Palavras-chave: citros, hospedeiro, huanglongbing, psilideo
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CHAPTER 2- Reproduction and development of Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) on ‘Tahiti’ acid lime (Citrus latifolia Tanaka)

ABSTRACT - The objective of this study was to compare the suitability of ‘Tahiti’
acid lime and ‘Valencia’ sweet orange as reproduction host of Diaphorina citri. Two
experiments were carried out in greenhouse with two-yr-old plants growing on ‘Cravo’
Rangpur lime as rootstock. In the first experiment, two unmated couples of adult
insects, reared on healthy orange jasmine plants, were confined on one newly
developed young shoot per plant of ‘Tahiti’ or ‘Valencia’, which were maintained in
acclimatized room or greenhouse. After 48 hours from the onset of oviposition, the
insects were removed and egg, eccloded nymphs, and adults were counted. In the
second experiment, repeated twice in greenhouse, 30 newly hatched individual
nymphs were transferred to the new shoot. In the acclimatized room the number and
viability of eggs were higher on ‘Valencia’ (115.3 eggs and 84.93% survivals) than on
‘Tahiti’ (68.8 and 64.84%). In greenhouse, only the number of eggs was impacted by
the host, which was higher in ‘Valencia’ (195) than in ‘Tahiti’ (147). Nymphs
maintained on ‘Tahiti’ required on average additional 5 and 8.2 days (19.20 in the
first and 28,30 in the second experiment) to become adults than those maintained on
‘Valencia’ (14.02 and 20,10). For a better assessment of role of the lower suitability
of ‘Tahiti’ as a rearing place of D. citri and, consequently, for Ca. L. asiaticus

dissemination, additional studies on new shoot dynamics are needed.

Keywords: citrus, host, huanglongbing, psyllid.
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1. INTRODUCAO

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) € um inseto altamente
prolifico sobre plantas citricas e em plantas de murta (Murraya spp.). Por tolerar
extremos de temperatura (HALL et al.,, 2013), encontra-se disseminado em
praticamente todas as regides citricolas do Brasil e do mundo. No Brasil, o inseto foi
reportado pela primeira vez em 1942, no Estado do Rio de Janeiro (COSTA LIMA,
1942). Este inseto sobrevive e se reproduz, preferencialmente, em brotos jovens
onde alimenta-se da seiva do floema. Intensa alimentagcéo de ninfas e adultos pode
ocasionar ma formacédo dos brotos, ocorréncia de fungos oportunistas, morte da
gema apical e queda de folhas e botdes florais (TSAI et al., 2002, MICHAUD, 2004).

O maior dano de D. citri pode causar as plantas citricas resulta, no entanto,
da transmissdo de Candidatus (Ca.) Liberibacter asiaticus (Las) e Ca. Liberibacter
americanus (Lam), bactérias restritas ao floema e associadas ao huanglongbing
(HLB), doenca incuravel, que afeta todas as espécies citricas comerciais. Os
processos de aquisicdo e transmissdo da bactéria ocorrem em pouco tempo,
promovendo rapida disseminacdo do patégeno nos pomares (ROISTACHER, 1991,
ROGERS; STANSLY, 2012). Este aspecto, associado a rapida progressao dos
sintomas na planta que levam a perda de massa radicular e da quantitadade e
gualidade dos frutos, e a necessidade de sua eliminacdo visando reducédo de fontes
de in6culo, faz do HLB uma doenca altamente destrutiva (HALBERT; MANJUNATH,
2004; BOVE, 2006; QURESHI; STANSLY, 2009; GRAFTON-CARDWELL;
STELINSKI; STANSLY, 2013, HALL et al., 2013).

O HLB esta presente nas principais areas produtoras de citros do mundo
(TIWARI et al.,, 2011). No Brasil, foi detectado primeiramente no Estado de S&o
Paulo em 2004 e, em seguida, nos estados de Minas Gerais e Parana (TEIXEIRA et
al., 2008, PARRA et al., 2010, FUNDECITRUS, 2018). Estima-se que somente em
Sédo Paulo 46,2 milhdes de laranjeiras doentes foram eliminadas até 2016 (CDA,
2018).

A lima acida ‘Tahiti’ (Citrus latifolia Tanaka), conhecida popularmente como

limdo ‘Tahiti', destaca-se como uma das frutas citricas desprovidas de sementes de
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maior valor comercial. A fruta € consumida in natura ou, assim como as laranjas,
processada pela industria para producdo de suco concentrado, 6leos essenciais e
pectina (AMARO et al., 2003). Residuos da casca também sdo empregados na
producado de racdo animal. O Brasil destaca-se na producdo mundial de limas acidas
e limdes, produzindo, na safra de 2016/2017, cerca de 1,2 mil toneladas de frutos
(AGRIANUAL, 2018). A maior parte foi produzida no estado de S&o Paulo onde o
clima favorece a ocorréncia de sucessivos fluxos de brotos reprodutivos, resultando
em diversas colheitas ao longo do ano (VIEIRA, 1988). Em 2018, a ‘Tahiti’ foi a 82
fruta mais comercializada pela CEAGESP (CEAGESP, 2018).

Assim como as laranjeiras doce, a ‘Tahiti’ vem sendo afetada pelo HLB,
tanto no campo, em areas comerciais, como em fundos de quintal, em areas
urbanas. O rapido avanco da incidéncia de HLB em citros ja era esperado visto ndo
haver nenhuma espécie comercial de copa ou porta-enxerto resistente a doenca
(FUNDECITRUS, 2018). Em ‘Tahiti’, at¢é o momento, ndo existem dados sobre a
progressao da doenca na copa, assim como a progressao na incidéncia de plantas
sintométicas.

Variagdo na capacidade das plantas em atrair, servir como fonte de alimento
ou em propiciar a reproducdo para D. citri tém sido observadas em outros citros e
demais rutidceas. Tanto a oviposicdo como a viabilidade de ovos e ninfas foi menor
na tangerineira ‘Cledpatra’ do que na laranjeira ‘Azeda’ (TSAGKARAKIS; ROGERS,
2010). Em outros estudos, maior numero de ovos foi encontrado na tangerineira
‘Ponkan’ e laranjeira ‘Valéncia’ que na laranjeira ‘Hamlin’ (ALVES et al., 2014) e em
murta e limoeiro ‘Cravo’ do que na tangerineira ‘Sunki’ (NAVA et al., 2007).

Embora de grande relevancia econbmica, ndo tem sido encontrado na
literatura informacgdes sobre a importancia da limeira &cida ‘Tahiti’ como hospedeira
de D. citri. O entendimento do potencial desta planta em reproduzir o inseto devera
contribuir para melhoria dos métodos de controle. Diante do exposto, objetivou-se
com este estudo comparar o potencial reprodutivo e desenvolvimento de D. citri em

brotacdes de limeira acida ‘Tahiti’ e de laranjeira doce ‘Valéncia’.


http://www.ceagesp.gov.br/a-ceagesp/perguntas-frequentes/
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em telados anti-afideos do
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal, SP,
localizada a 615 m de altitude, 21°14'05" latitude sul e 48°17'09" longitude oeste.

2.1. Preparo das plantas

Foram utilizadas plantas de dois anos de idade de laranjeiras doce ‘Valéncia’
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) e de limeira &acida ‘Tahiti’ cultivar ‘Quebra-Galho’,
ambas enxertadas em limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck). As plantas foram
obtidas de viveiros comerciais certificados e mantidas em vasos de 5 L com
substrato comercial Plantmax Citrus®. As plantas foram irrigadas de acordo com as
necessidades e fertirrigadas quinzenalmente com 50 mL por planta de solucao
nutritiva de Ca(NOs3),, MAP, MgSQy4, Cu, Zn, Mn-EDTA, (NH4)2M00,4, e FEEDTA, em
concentracbes de 1,35; 0,111; 0,4; 0,015; 0,01; 7,5x10°; 4,5x10* 0,075 g/L,
respectivamente.

Foram conduzidos dois experimentos. Em ambos, as plantas foram podadas
cortando-se o caule 15 cm acima do ponto de enxertia, seguido de remocao das
folnas mais proximas do ponto de poda. ApO6s o surgimento de novos brotos,
removeu-se a maioria e selecionou-se um gue se apresentava em estagio inicial de
alongamento com clara separacédo entre peciolos e folhas. Brotos nestas condi¢des
sao classificados como V2 ou V3 por Cifuentes-Arenas (2018) e os mais preferidos
pelo inseto para oviposicdo e sobrevivéncia das ninfas (Cifuentes-Arenas et al
2018).
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2.2. Criagéo dos insetos

Insetos livres de Ca. Liberibacter spp. foram criados em telado (24°C + 2,
60% + 5 UR), seguindo os procedimentos descritos por Gomez-Torres (2009),
confinando-se sobre brotacdes de plantas de murta (Murraya exotica L.) sadias, 50
individuos adultos oriundos de uma colbnia original. ApGs a eclosao, ninfas recém
eclodidas foram transferidas para novos brotos (experimento de sobrevivéncia ninfal)
ou mantidas na planta original até completarem seu desenvolvimento (experimento
de capacidade de oviposi¢cdo). Visando se assegurar que os individuos ndo haviam
ainda se acasalado, para os experimentos de capacidade de oviposi¢do, os adultos
foram separados por sexo a cada 24 h (WENNINGER; HALL, 2007) e postos em
novas plantas de murta, onde permaneceram por mais 15 dias antes de serem

utilizados nos experimentos.

2.3. Experimento de capacidade de oviposicao

Dois casais virgens de D. citri foram confinados sobre broto V2 de ‘Valéncia’
e ‘Tahit’, utilizando-se gaiolas de tule de 20 cm por 30 cm. Foram feitas
observacfes diarias. Quando os primeiros ovos foram detectados, 0s insetos
permaneceram confinados por mais 48 h, totalizando 72 h de oviposicdo. Apés esse
periodo, com o auxilio de um sugador plastico, os casais foram retirados e,
utilizando uma lupa manual com lente de aumento de 30x, 0os ovos foram contados.
O tempo de desenvolvimento dos insetos foi avaliado por meio de contagens diarias
de ninfas recém eclodidas. A viabilidade dos ovos foi determinada por meio de
contagens do numero de ninfas eclodidas e numero de ovos abortados. Nesse
experimento, durante o confinamento dos casais, também se avaliou, a cada 12 h, a
frequéncia em que 0s insetos se encontravam sobre o broto (frequéncia de
ocorréncia no broto), sobre outras partes da planta excluindo-se o broto, e parede do

voal. Este experimento foi realizado duas vezes em dois ambientes distintos. O
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primeiro foi conduzido no més de agosto de 2016 em camara climatizada (24 5 °C,
70 + 5% UR, 14 h fotoperiodo PAR = 60 umol m? s™). O segundo foi realizado no
més de setembro de 2016 em telado (22+13 °C, 60% +17 UR). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com dez repeticbes e de blocos

casualizados, com trés blocos e cinco parcelas por bloco, respectivamente.

2.4. Experimentos de sobrevivéncia ninfal

Apos a eclosdo, com o auxilio de pincel fino (no. 0) com ponta de pelos
naturais e lupa manual de aumento 30x, um total de 30 ninfas recém-eclodidas
foram transferidas individualmente para brotos V3 de ‘Valéncia’ e ‘Tahiti’ para que
completassem seu ciclo de vida. Optou-se por este método de transferéncia de
ninfas para se evitar ou minimizar a competicdo por alimento e espaco entre os
individuos, evidenciado em observacfes anteriores. Foram realizadas observacoes
diarias das plantas, a fim de avaliar o tempo de desenvolvimento e viabilidade das
ninfas. Em cada avaliagdo eram contados os adultos emergidos. Esse experimento
foi repetido duas vezes em ambiente de telado, com dados de temperatura e
umidade relativa do ar registrados por meio de data logger (Instrutherm, Sao Paulo,
SP). O primeiro experimento foi realizado nos meses de janeiro e fevereiro de 2017
(26°C £10, 75% + 12 UR) e o segundo nos meses de abril e maio de 2017 (22°C
+10, 80% +15 UR). O delineamento experimental foi de blocos casualizados com
quatro blocos no primeiro e trés no segundo experimento, ambos com cinco

parcelas.

2.5. Andlise estatistica

Os dados de viabilidade de ovos e ninfas foram transformados seguindo-se

a férmula y’ = asin(sqrt(y/100)), em que y= dado original e y’= dado transformado
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(ZAR, 2010). A porcentagem de adultos emergidos foi analisada pelo teste Chi-
quadrado. Os dados de presenca do inseto sobre o broto, tempo para inicio de
oviposicdo, numero de ovos, e de duracdo do periodo de ovos e de ninfas foram
comparados pelo teste t para amostras independentes, ou pelo teste t de Welch
quando as variancias foram desiguais (WELCH, 1947). Todos os testes foram
analisados a nivel de 5% de probabilidade. Foi realizada analise de regressao
logistica [y = (efothirdia) /(1 + efoth1rdia)] para se descrever a emergéncia dos

adultos (proporgao acumulada) criados sobre plantas de ‘Valéncia’ e ‘Tahiti’.

3. RESULTADOS

3.1. Experimento de capacidade de oviposicao

No primeiro experimento, realizado na camara climatizada, o hospedeiro
influenciou o nimero e a viabilidade dos ovos, sendo ambos 0s parametros maiores
em ‘Valéncia’ (115,3 ovos e 84,9% viaveis, respectivamente) do que em ‘Tahiti’ (68,8
ovos e 64,8% viaveis). Nao houve influéncia do hospedeiro no tempo necessario
para inicio de oviposicao e na duracdo do periodo de ovo (Tabela 1), assim como na

frequéncia de ocorréncia do inseto sobre o broto (Fig. 1).
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Tabela 1. Média (z erro padréo) da presenca do inseto no broto, tempo para inicio de
oviposi¢cdo, numero e viabilidade de ovos e duragdo do periodo de ovo de

Diaphorina citri em brotos de laranjeira doce ‘Valéncia’ e limeira acida ‘Tahiti’.

Planta Tempo parainicio Namero Viabilidade Duracao do periodo

hospedeira de oviposigéo (dias)* de ovos' de ovo (%) de ovo (dias)*

Experimento 1 (Camara Climatizada, n: 10)

‘Tahiti’ 4,7 +£0,65 68,8 + 13,50 64,8 + 6,47 6,2+0,20
‘Valéncia’ 4,1+0,31 115,3+17,09 84,9 +4,15 6,3+0,21

p 0,42" 0,04* 0,03* 0,74™

t 0,83 -2,13 -2,39 -0,34

Experimento 2 (Telado, n:15)

‘Tahiti’ 3,0+£0,25 147,0 £ 13,27 92,4 +£2,64 4,8+0,16
‘Valéncia’ 3,6+0,28 195,0 + 11,12 96,7 +1,25 4,9+0,21

p 0,12" 0,01* 0,23"™ 0,57™

t -1,60 -2,77 -1,23 -0,57

1 Os dados amostrados foram os valores reais;

2 Os valores foram transformados seguindo a formula y’ = asin(sqrt(y/100)), em que y= dado original e y’= dado
transformado (Zar 2010);

"S: n&o significativo; *significativo a 5% de probabilidade;

n: nimero de repeti¢des.

No segundo experimento, realizado no telado, o hospedeiro influenciou
apenas a capacidade de oviposi¢cao do inseto, o qual foi maior em ‘Valéncia’ (195,0
ovos) do que em ‘Tahiti’ (147,0 ovos). No ambiente de telado, as condicbes foram
aparentemente mais favoraveis a reproducéo do inseto. Em ambos os hospedeiros,
tanto o tempo necessario para inicio de oviposi¢cdo, como a duracdo do periodo de
ovo foram menores no telado. Por outro lado, neste ambiente foi observado maior
namero de ovos que também apresentaram maior viabilidade (Tabela 1), além de
também ter sido maior a frequéncia de ocorréncia do inseto sobre o broto. Quando
se compara hospedeiros, analise estatistica indicou ndo haver influéncia dos
hospedeiros quanto a preferéncia dos insetos pelo broto, nos dois ambientes (Fig.
1).
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A) Primeiro experimento B) Segundo experimento
Sobreobproto Fora do broto Sobreobroto _ Fora do broto
— —— Valéncia .__. H Valéncia
—— —— Taiti HH HH Taiti
100 50 0 50 100 [] 100 50 0 50 100
Preferéncia de pouso (%) Preferéncia de pouso (%)

Figura 1. Frequéncia de ocorréncia de Diaphorina citri sobre o broto V2 de limeira acida ‘Tahiti’ e

laranjeira ‘Valéncia’. A= camara climatizada (p= 0,092"); B= telado (p= 0,28"). ": n&o significativo.

3.2. Experimentos de sobrevivéncia ninfal

A limeira acida ‘Tahiti’ influenciou negativamente no desenvolvimento de D.
citri, causando prolongamento da duragdo da fase de ninfa (Fig. 2). No primeiro
experimento, ninfas mantidas em brotos de ‘Tahiti’ (média de 19,8 dias) demoraram
5 dias a mais para completar seu desenvolvimento do que ninfas mantidas em
brotos de ‘Valéncia’ (14,0 dias). Essa diferenca foi ainda maior no segundo
experimento, com duragao de 28,3 dias em ‘Tahiti’ e 20,1 em ‘Valéncia’ (Tabela 2).

Quanto a sobrevivéncia, 31% e 21% das ninfas tornaram-se adultos no
primeiro e segundo experimento, quando mantidos em brotos de ‘Tahiti’,
respectivamente. Por outro lado, 60% das ninfas sobreviveram e atingiram a fase
adulta quando confinados em brotos de ‘Valéncia’, em ambos experimentos.
Propor¢cdes estatisticamente similares de machos e fémeas foram encontradas na

populacao de insetos sobreviventes (Tabela 2).



Figura 2: Influéncia do hospedeiro no desenvolvimento de ninfas de Diaphorina citri
guando mantidas em brotos V3 de limeira acida ‘Tahiti’ (A) e laranjeira ‘Valéncia’

(B), 13 dias ap6és implantacdo do experimento.
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Tabela 2. Média (x erro padrdo) do periodo ninfal, viabilidade de ninfas e
porcentagem de emergéncia de adultos de Diaphorina citri em brotos de laranjeira

‘Valéncia’ e limeira acida ‘Tahiti’.

Emergéncia Emergéncia

) Periodo ninfal Viabilidade
Hospedeiro o ] ) de machos de fémeas
(dias) de ninfas (%)
(%) (%)
Experimento 1 (n:20)
‘Tahiti’ 19,8 + 0,88 31,2+ 3,51 55,6 44,4
‘Valéncia’ 14,0+ 0,17 64,3 + 3,22 49,5 50,5
p 2,40x10° * 6,21x10° 0,1977™
t -6,40 -6,70
Experimento 2 (n:15)
‘Tahiti’ 28,3+2,14 21,7+ 4,79 53,8 46,1
‘Valéncia’ 20,1 £ 0,64 65,0 £ 2,90 55,4 44,6
p 0,004* 4,03x10"* 0,83™
t -3,67 -7,72

'Os dados amostrados foram os valores reais;

2 Os valores foram transformados seguindo a férmula y’ = asin(sqrt(y/100)), em que y= dado original e y’= dado
transformado (Zar 2010);

® porcentagem de machos e fémeas avaliada pelo teste Chi-quadrado (X);

"S: n&o significativo; *significativo a 5% de probabilidade;

n: nimero de repeticdes.

Em ‘Tahiti’ houve atraso no periodo de desenvolvimento das ninfas quando

comparados com insetos mantidos em ‘Valéncia’ (Tabela 3; Fig. 3).
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Tabela 3. Parametros da regresséao logistica feita sobre a frequéncia de emergéncia

de adultos de Diaphorina citri que completaram seu ciclo de vida em plantas de

laranjeira ‘Valéncia’ e limeira acida ‘Tahiti’.

Hospedeiro Par@metros da regressao
Bo EP* B1 EP Desv. (%)Y  X° GL® p

Experimento 1

‘Valéncia’ -2,86 0,10 0,79 0,02 97,38 4064,39 1 <0,0001

‘Tahiti’ -2,64 0,10 0,32 0,01 89,21 1093,68 1 <0,0001
Experimento 2

‘Valéncia’ -2,75 0,11 0,52 0,02 98,55 3028,85 1 <0,0001

‘Tahiti’ -2,11 0,13 0,20 0,01 85,66 589,29 1 <0,0001

*erro padréo; ’ percentagem dos desvios representados no modelo; * graus de liberdade.

No primeiro experimento (Fig. 3 A), para que todos os adultos emergissem

foram necessarios 15 dias em ‘Tahiti’ e 9 em ‘Valéncia’. Esse comportamento se

repetiu no segundo experimento (Fig. 3 B). Foram necessarios 24 dias em ‘Tahiti’ e

14 em ‘Valéncia'.
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Figura 3. Emergéncia acumulada de adultos de Diaphorina citri alimentados em brotos de laranjeira

doce ‘Valéncia’ e limeira acida ‘Tahiti’ sob condicdo de telado. A= Bioensaio 1 (‘Tahiti = 187 e

‘Valéncia’ = 386 adultos); B= Bioensaio 2 (‘Tahiti’ = 97 e ‘Valéncia’ = 292 adultos). As linhas continuas

e pontilhadas correspondem ao modelo logistico ajustado, ver tabela 3 para os parametros).



33

4. DISCUSSAO

Houve influéncia do hospedeiro na reproducgéo e desenvolvimento de D. citri,
com menores taxas verificadas em limeira &cida ‘Tahiti’. No telado, que apresentou
maior variabilidade em termos de temperatura e umidade relativa e, portanto, mais
parecido com as condicbes naturais as quais 0 inseto é exposto, os periodos
necessarios para inicio de oviposicdo e eclosdo das ninfas foram menores, além de
resultar em maior quantidade e viabilidade dos ovos. Maior taxa de reproducdo em
ambientes mais oscilantes j4 foi relatado para outros insetos (GULLAN;
CRANSTON, 2012). Para Edessa meditabunda (F.), maiores taxas de fertilidade
foram observadas sob condicbes ambientais ndo controladas (GONCALVES;
ALMEIDA; MOTA, 2008). Impacto da temperatura na oviposicao e viabilidade de
ovos de D. citri também ja havia sido reportado por Liu e Tsai (2000) e Nava et al.
(2007), que observaram aumento dessas variaveis com o acréscimo da temperatura.

Insetos sugadores sdo diretamente influenciados pela fonte de luz a qual
estdo expostos (GULLAN; CRANSTON, 2012), o que pode ser uma segunda causa
das diferencas observadas entre os ambientes utilizados, visto que lampadas
fluorescentes e incandescentes (usadas na sala climatizada) possuem menor
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) que a radiacdo solar natural incidente,
mesmo filtrada pelo telado (CIFUENTES-ARENAS et al., 2017). J4 se sabe que a
quantidade de luz refletida pela planta indica ao inseto a qualidade de seu
hospedeiro (BOICA-JUNIOR et al., 2016), conforme observado para o pulgéo
Sitobion avenae (ALKHEDIR et al., 2010). Neste caso, maiores intensidades de luz
resultaram em maiores taxas de fecundidade e de peso fresco do afideo.

Variagdo entre espécies citricas quanto a capacidade de multiplicar D. citri
vém sendo relatada na literatura ha tempos. Catling (1970) e Nava et al. (2007)
encontraram maior numero de ovos em murta (348,4) e limoeiro ‘Cravo’ (265,1) do
que na tangerineira ‘Sunki’ (166,2). Tsagkarakis e Rogers (2010) encontraram maior
numero de ovos na laranjeira ‘Azeda’ (80,2) do que na tangerineira ‘Cledpatra’
(24,1), e Alves et al. (2014) encontraram maior numero de ovos em murta,

tangerineira ‘Ponkan’ e laranjeira ‘Valéncia’ do que na laranjeira ‘Hamlin’.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022191010002702?via%3Dihub#!
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Nos dois experimentos aqui relatados, plantas de ‘Tahiti’ proporcionaram
prolongamento da fase de ninfa de D. citri @ menor numero de ninfas tornaram-se
adultos. Ademais, em brotos de ‘Tahiti’, o periodo de emergéncia dos adultos foi
maior e irregular do que em brotos de ‘Valéncia’. Esse prolongamento do periodo em
que o inseto permanece na fase de ninfa torna-o mais suscetivel a acdo de
inseticidas, independente do modo de agédo, sistémico ou contato. Outros estudos
também mostram diferencas na viabilidade ninfal de D. citri quando criada em
diferentes hospedeiros. Maior viabilidade ocorreu nos insetos que se alimentaram
em C. paradisi do que em C. aurantium (LIU; TSAI, 2000). Nava et al. (2007)
observaram que maior viabilidade do ciclo biolégico dos insetos que se alimentaram
em murta e limoeiro ‘Cravo’ do que em C. Sunki.

Diferencas entre hospedeiros também podem estar relacionadas a qualidade
nutricional da seiva (TECK; FATIMAH; BEATTIE, 2011) ou presenca de compostos
toxicos (VENDRAMIM et al.,, 2012) caracteristicas intrinsecas de cada espécie
vegetal. Quanto maiores os teores de aminoacidos disponiveis na seiva do floema
de Acer pseudoplatanus, maior foi o tamanho e nivel de fertilidade do pulgdo
Drepanosiphum platanoidis (Schr.) (AWMACK; LEATHER, 2002). Para D. citri,
Souza et al. (2012) destacaram o nitrato. Maiores teores deste composto foram
encontrados na seiva da variedade ‘Hamlin’ do que na de ‘Valéncia’, impactando
negativamente o tempo de desenvolvimento do inseto.

A taxa de consumo e qualidade do alimento ingerido pelos insetos também
impactam seu desenvolvimento e reproducédo (PARRA; PANIZZI; HADDAD, 2009), o
que pode refletir até na préxima geragdo do inseto (PANIZZI; PARRA, 2009). Baixa
nutricdo pode resultar na morte de imaturos, deformacdo e menores taxas de
crescimento e fecundidade. Neste estudo, a ‘Valéncia’ apresentou, no geral,
potencial reprodutivo de D. citri 3,5 vezes maior do que a ‘Tahiti’.

Apesar de ndo haver diferencas significativas nas propor¢cdes de machos e
fémeas emergidos na populacdo de insetos sobreviventes, houve tendéncia de os
machos emergirem antes que as fémeas, evidenciando protandria ou protogenia
(CIFUENTES-ARENAS et al., 2018).

N&ao foi possivel determinar no presente estudo as causas das diferencas

entre as espécies citricas quanto a reproducdo e desenvolvimento de D. citri. No
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entanto, independentemente das causas, as diferencas podem ter consequéncias
epidemioldgicas em relacdo a disseminacéo do HLB.

No presente estudo, foi avaliado o potencial reprodutivo de D. citri
alimentada em plantas sadias, o que pode ser diferente dos insetos alimentados em
plantas doentes. Além disso, avaliaram-se brotos individuais de um unico fluxo
vegetativo. J4 € sabido que plantas de ‘Tahiti’ apresentam ao longo do ano maior
namero de fluxos vegetativos que plantas de ‘Valéncia’ (VIEIRA, 1988). Se nenhuma
acado de controle do inseto é tomada, maior nimero de fluxos pode oferecer ao
inseto, ao longo do tempo, oportunidade de completar maior nUmero de geracdes
em ‘Tahiti’ do que em ‘Valéncia’ e, consequentemente, compensar 0 menor potencial
reprodutivo nesta limeira.

Em suma, D. citri apresentou menor potencial reprodutivo em brotos de
‘Tahit’ do que em ‘Valéncia’'. Entretanto, melhor apreciagcdo da importancia deste
achado sobre a disseminacdo do HLB sO serd obtida com estudos que envolvam

também dinamica de brotacdes.
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CAPITULO 3- Limeira acida ‘Tahiti’ como fonte de Candidatus Liberibacter

asiaticus para laranjeiras e vice-versa

RESUMO - Huanglongbing (HLB) é a doenc¢a mais destrutiva dos citros. Apesar da
grande dispersao e da doenca ocorrer em todas as variedades comerciais de citros,
as pesquisas e as recomendacfes de manejo tém tido como foco principal as
laranjeiras doces. Poucas séo as informacdes sobre o patossistema HLB em limeiras
acidas ‘Tahiti’. Com este trabalho objetivou-se (i) caracterizar sintomas foliares de
HLB em ‘Tahiti’ e construir uma escala fotogréfica para uso em avaliacdes no campo
e em pesquisas; (ii) avaliar, por meio de inocula¢des cruzadas, o potencial que a
‘Tahit’ representa como fonte de indculo para a propria limeira acida e para
laranjeiras; e (iii) caracterizar danos em raizes provocados por HLB. O trabalho foi
conduzido em laboratério, telado e sala climatizada. Para caracterizacdo dos
sintomas, foram coletadas folhas sintoméaticas e assintomaticas em campo,
separadas em categorias quanto a similaridade de mosqueado, e analisadas por
gPCR. Para determinar o potencial de in6culo, foram usadas borbulhas doentes e
insetos infectivos, em combina¢des homologas e heterdlogas, com 15 a 20 plantas
por tratamento. A escala de sintomas foliares foi formada por cinco niveis de
mosqueado. Diversas plantas experimentais estavam afetadas pelo oomiceto
Phytophthora spp., permitindo também verificar se a presenca deste fitopatégeno
influenciaria no desenvolvimento de Las e nos danos as plantas provocados por
HLB. Houve transmissdo de Las para ‘Valéncia’ independentemente da fonte do
in6culo e método de inoculagdo. Na ‘Tahit’, por sua vez, houve transmissao de Las
oriunda de ambos os hospedeiros, mas somente quando inoculada por enxertia. Em
‘Tahiti’ o amarelo foliar foi mais intenso do que em ‘Valéncia’. A ‘Tahiti’ pode atuar
como fonte de inoculo para si mesma e para laranjeiras. Os danos nas raizes foram

similares aos encontrados em ‘Valéncia’.

Palavras-chave: Citros, huanglongbing, transmisséo cruzada, gPCR.
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CHAPTER 3 - ‘Tahiti’ acid lime as source of Candidatus Liberibacter asiaticus

for orange trees and vice versa

ABSTRACT- Huanglongbing (HLB) associated with Candidatus Liberibacter
asistaicus (Las) is the most destructive disease of citrus. Research and management
recommendations have so far focused on sweet oranges. This work involved sweet
orange and the acid lime ‘Tahiti’, and was carried out (i) to better characterize HLB
symptoms on ‘Tahit’, (ii) to determine the potential that ‘Tahiti’ represents as source
of inoculum for itself and for ‘Valencia’ sweet orange, and (ii) to assess root
damages. For symptom characterization, leaves were collected from Las-positive
trees in the field and separated into categories based on the size of the yellow areas
on leaf blade, and later analyzed by qPCR. To determine the potential as inoculum
healthy plants were inoculated through grafting of diseased budstick or infective
psyllids, in homologous or heterologous host combinations. The scale of leaf
symptoms contained five levels of mottling and were useful in experiment
evaluations. Several inoculated plants were unexpectedly affected by Phytophthora,
which allowed to assess its impact on Las-citrus interaction. On Phytophthora-
infected plants, inoculated by grafting, higher bacterium titers were detected on
leaves, and the symptoms expressed earlier. This pathogen did not favor root
colonization by Las, excepting ‘Tahiti’ that received inoculum of Las from ‘Tahiti', nor
contributed to increase root damage. Overall, ‘Valencia’ was infected by Las,
independently of the citrus variety source inoculum and method of inoculation.
‘Tahiti’, in turn, was infected by Las originated from both hosts, but only when
inoculated by grafting. When exposed to infective insects, ‘Tahiti' became infected
only when the source of inoculum was another ‘Tahiti’. Removal of diseased trees of
‘Tahiti’ (as of any other citrus) from commercial or noncommercial areas should be

reinforced as crucial to the success of HLB control.

Keywords: citrus, cross-inoculation, huanglongbing, qPCR.
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1. INTRODUCAO

Huanglongbing (HLB) é a doenca mais destrutiva dos citros. A alta incidéncia
de HLB nos pomares causa grandes perdas econdmicas para o citricultor e para a
industria de suco (BOVE, 2006; TIWARI et al., 2011). O HLB esta associado a trés
a-proteobactérias Gram-negativas transmitidas por insetos e que colonizam o floema
de plantas citricas e de algumas outras rutaceas como a Murraya exotica L.
[sinbnimo de Murraya paniculata (L.) Jack]. As espécies Candidatus (Ca.)
Liberibacter asiaticus (Las) e Ca. L. americanus (Lam) séo transmitidas pelo psilideo
Diaphorina citri Kuwayama (Liviidae) (CAPOOR et al.,1967; YAMAMOTO et al.,
2006) e a espécie Ca. L. africanus (Laf) é transmitida por Trioza erytreae Del
Guercio (Psillidae) (McCLEAN et al.,1965). No Brasil a doenca foi relatada em 2004,
associada as espécies Las e Lam (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2005). O HLB associado a Las ja foi reportado na maioria dos paises do continente
americano (MATOS; HILF;, CAMEJO, 2009; LUIS et al., 2009; HALL et al., 2013;
SENASA, 2009; SENAVE, 2013; WANG; TRIVEDI, 2013; ICA, 2015) incluindo o
Brasil e os Estados Unidos, maiores produtores de suco de laranja do mundo.

Até o presente momento, as pesquisas sobre o HLB tiveram como foco
principal as laranjeiras doces que, dentre as frutas citricas, comercializadas na forma
de suco ou in natura, sdo as mais cultivadas em todo mundo. Neste hospedeiro,
ap0s a bactéria ser transmitida por D. citri, o que ocorre quando este inseto se
alimenta dos tecidos jovens, Las coloniza os vasos do floema espalhando-se por
toda a planta de forma irregular (TATINENI et al., 2008; LI; LEVY; HARTUNG, 2009;
TEIXEIRA et al., 2008). A velocidade de colonizacdo € afetada principalmente pela
alternéncia nos fluxos de crescimento vegetativo, que muda o sentido de
translocacdo de seiva nos vasos condutores do floema para os novos tecidos em
formacdo (RAIOL JUNIOR et al., 2017). Ao colonizar a planta, a bactéria provoca
alteracdes fisiologicas, anatdmicas e morfologicas resultando em perdas de massa
radicular (JOHNSON et al., 2014), amarelecimento das nervuras e mosqueado foliar,
além de frutos pequenos, deformados, com altas taxas de sementes abortadas e de

qualidade de suco imprépria para o consumo. Tanto as folhas como os frutos
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sintométicos caem prematuramente provocando perdas na producédo e definhamento
da planta (BOVE, 2006). O tempo necessario para manifestacédo dos sintomas em
laranjeiras pode variar de quatro meses a um ano dependendo da idade das plantas,
das condicbes ambientais e da variedade (HUNG et al., 2004; LOPES; FRARE,
2008).

Com relacéo as limeiras acidas, em particular a ‘Tahiti’ (Citrus latifolia Tan),
apesar de sua grande importancia comercial, sendo o 8° produto mais
comercializado no estado de Sdo Paulo (CEAGESP, 2018), poucas sao as
informacdes sobre o patossistema HLB. Por exemplo, ainda existem davidas sobre
os danos e sintomas foliares que Las induz em plantas, e também se sua taxa de
multiplicacdo em ‘Tahiti’ € similar a verificada em laranjeiras doces, 0 que pode ter
consequéncias epidemioldgicas. O entendimento destes aspectos podera ajudar a
melhorar 0 manejo da doenca. Deste modo, este estudo objetivou (i) caracterizar
sintomas foliares de HLB em ‘Tahiti’ visando a construcdo de uma escala fotogréfica
para uso no campo e em pesquisas, (ii) avaliar, por meio de inocula¢gdes cruzadas, o
potencial que uma planta doente de ‘Tahiti’ representa como fonte de inéculo para si
mesma e para laranjeiras doces, e (iii) caracterizar danos em raizes provocados por
HLB.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em laboratério e casa de vegetacdo do
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal, e no
Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento do Fundo de Defesa da Citricultura —
FUNDECITRUS, Araraquara-SP.


http://www.ceagesp.gov.br/a-ceagesp/perguntas-frequentes/
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2.1. Desenvolvimento de escala fotogréafica de sintomas foliares

Em agosto de 2016, foram coletadas aproximadamente 500 folhas maduras
de ramos sintomaticos de HLB e assintomaticos de diversas plantas adultas. As
plantas foram selecionadas em pomar localizado em Severinia, SP, 20°46’1,45”
latitude sul e 48°48'42,66" longitude oeste. As folhas foram lavadas e, com base na
similaridade dos padrbes de amarelecimento do limbo foliar, foram visualmente
separadas em categorias. Amostras de quatro grupos, cada grupo composto por
cinco folhas de cada categoria, foram processadas para extracdo de DNA e andlise
por PCR quantitativo (QPCR) (LI; HARTUNG; LEVY, 2006). Cada grupo de folhas foi

considerada uma repeticao, totalizando quatro repeticdes por categoria.

2.2. Inoculagfes cruzadas de Ca. L. asiaticus por Diaphorina citri

Para este experimento, plantas de ‘Valéncia’ e ‘Tahiti’ doentes serviram de
fonte de in6culo em combinagBes homologas e heterdlogas. Para ‘Tahiti’ (cultivar
‘Quebra galho’/ porta-enxerto Cravo, 3 anos de idade) foi necesséaria a remocéao de
plantas do campo (Severinia-SP) e transplanta-las em vasos de 50 L. Para laranjeira
(cultivar ‘Valéncia’/ porta-enxerto Cravo, 2 anos de idade) usaram-se plantas
mantidas em vasos, as quais haviam sido previamente inoculadas por enxertia de
segmentos de ramos doentes, conforme descrito por Lopes e Frare (2008). Para a
producéo dos psilideos infectivos, as plantas foram podadas para emissdo de novos
brotos. Quando os brotos atingiram estadio V2 de desenvolvimento (CIFUENTES-
ARENAS et al., 2018), oito insetos adultos foram confinados utilizando-se gaiolas de
tule de 40 cm por 35 cm para oviposi¢cdo. Apos oito dias, os adultos foram removidos
e aguardou-se a eclosdo das ninfas e emergéncia da nova geracdo de adultos a
serem utilizados no experimento. Ap0s a emergéncia, lotes de cinco individuos
foram testados por gPCR para confirmacgéo da presenca e estimativa dos titulos de

Las. A criacao foi realizada em sala climatizada, com temperatura média diaria do ar
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de 24,5°C, com médias das maximas e minimas de 26 e 23°C, umidade relativa
média de 59%, com médias das maximas e minimas de 65 e 53%, e fotoperiodo de
14 horas.

Para inoculacdo foram utilizadas plantas de ‘Tahiti’ (cultivar ‘Quebra
galho’/porta-enxerto Cravo) e de laranjeira (cultivar ‘Valéncia’/ porta-enxerto Cravo)
com dois anos de idade, obtidas de viveiros comerciais certificados e mantidas em
vasos de 5 L com substrato a base de casca de pinus (MultiPlant Citrus, Terra do
Paraiso, Holambra, SP). Visando estimular a emissdo de novos brotos, as plantas
foram podadas a uma altura de 15 cm acima do ponto de enxertia, seguido de
remocao das folhas mais proximas do ponto de poda. Quando os brotos atingiram o
estadio V3 de desenvolvimento (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018), foi selecionado
um unico broto onde foram confinados, em gaiolas de tule de 15 x 20 cm, 5 insetos
adultos oriundos das plantas doentes. Ao todo 20 plantas de cada tipo (‘Tahiti’ e
‘Valéncia’) receberam insetos criados em plantas de ‘Tahiti’ doente, e 15 plantas de
cada tipo receberam insetos criados em ‘Valéncia’ doente. Os insetos foram
confinados nos brotos destas plantas por sete dias para acesso a inoculacao, e
posteriormente retirados, sendo em seguida pulverizadas com inseticida. Os
controles consistiram de cinco plantas de cada tipo, que receberam insetos criados
em plantas sadias em combinac¢des homdlogas.

As plantas permaneceram durante dois meses em sala climatizada, nas
condicBes descritas para criacdo dos insetos, e posteriormente transferidas para
casa de vegetacdo, onde permaneceram por mais dez meses. O experimento foi
instalado em setembro de 2016, em delineamento inteiramente casualizado, com 15
e 20 repeticbes (plantas com insetos oriundos de ‘Valéncia® e ‘Tahiti’,
respectivamente) por tratamento, sendo cada planta considerada uma repeticao.
Dados de temperatura do ar e umidade relativa foram registrados de hora em hora.
As plantas foram irrigadas de acordo com as necessidades e fertirrigadas
quinzenalmente com 50 mL por planta de solucdo nutritiva de Ca(NOs3),, MAP,
MgSO,4, Cu, Zn, Mn-EDTA, (NH4):M00,4, e FeEDTA, as concentracdes de 1,35,
0,111, 0,4, 0,015, 0,01, 7,5x10-3, 4,5x10-*, 0,075 g/L, respectivamente.
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2.3. Inoculagéo de Ca. L. asiaticus por enxertia de borbulha

As fontes de indculo consistiram de ramos sintomaticos retirados de plantas
de ‘Valéncia’ e/ou ‘Tahit’, infectadas naturalmente, de pomares comerciais
localizados nas cidades de Rincdo-SP e Severinia-SP, respectivamente. A
comprovacao da infeccdo por Las foi feita previamente pela observacéo de sintomas
tipicos de HLB e confirmacao da presenca da bactéria por meio de analise por g°PCR
(LI; HARTUNG,; LEVY, 2006)de cinco folhas de cada um dos ramos usados como
fonte de indéculo. Foram coletados ramos de aproximadamente 30 cm de
comprimento, 24 h antes da inoculacéo.

Para o experimento, plantas de ‘Valéncia’ e ‘Tahiti’, ambas enxertadas em
limoeiro ‘Cravo’, foram podadas a uma altura de 15 cm acima do ponto de enxertia
para emissdo de novos fluxos de crescimento. Foram conduzidas duas hastes,
opostas uma a outra. Quando estas atingiram aproximadamente 1 cm de diametro,
foram enxertadas, em apenas uma das hastes, duas borbulhas de dois a trés cm de
comprimento (adaptado de LOPES; FRARE, 2008). Ao todo, 20 plantas de cada tipo
(‘Tahiti’ e ‘Valéncia’) receberam borbulhas oriundas de plantas de ‘Tahiti’ doentes e
20 plantas de cada tipo receberam borbulhas de ‘Valéncia’ doente. Os controles
consistiram de cinco plantas de ‘Tahit’ e de ‘Valéncia’ enxertadas com borbulhas
retiradas de plantas sadias, em combinacdes homologas.

A implantagéo do experimento deu-se em julho de 2016, com as plantas
avaliadas durante 12 meses. O delineamento experimental foi de blocos
casualizados, com quatro blocos e cinco parcelas de cada planta por bloco. As
plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetagcdo. Dados de temperatura do
ar e umidade relativa foram registrados de hora em hora, com temperatura média
diaria do ar de 22°C, com meédias das maximas e minimas de 26,8 e 17,8°C,
umidade relativa média de 61%, com médias das maximas e minimas de 87 e
34,5%. As plantas foram irrigadas e fertirrigadas conforme descrito para as

inocula¢des com psilideos.
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2.4. Extragcédo de DNA e qPCR

Para extracdo de DNA total de amostras de folhas, foram selecionadas
folhas totalmente expandidas e sintométicas emitidas em fluxos vegetativos
posteriores as inocula¢cdes ou, no caso de ndo haver folhas sintométicas, foram
coletadas folhas assintomaticas préximas ao ponto de inoculacdo. Aliquota de 0,5 g
da nervura central de cada folha da amostra foi picada sobre papel toalha e
colocada em sacos plasticos, nos quais foram adicionados 2 mL de solucdo de
extracdo (MURRAY; THOMPSON, 1980). O material foi em seguida macerado com
homogeneizador Homex 6. Para extracdo de DNA total de raizes fibrosas, foram
selecionadas as raizes mais novas e com coloracdo esbranquicada, as mesmas
foram picadas sobre papel toalha 0,3 g de material vegetal de cada amostra e
colocadas em tubo eppendorf de 2 mL. Foi adicionado 1,5 mL de solucéo de
extracdo. O material vegetal (raiz) foi incubado em banho maria a 65°C por duas
horas e homogeneizado por inversdo dos tubos eppendorf a cada 30 min. Para a
extracdo do DNA de D. citri, os insetos foram agrupados em lotes contendo cinco
individuos. Os insetos foram macerados com pistilo em tubos eppendoff de 1,5 mL
contendo 400 pL de tampéao de extracdo CTAB (MURRAY; THOMPSON, 1980). As
amostras foram incubadas por 30 min em banho maria a 65°C e centrifugadas a 956
X g por 5 min.

Em seguida, a extragdo do DNA de folhas, raizes e insetos foi conduzida
como descrito por Li, Hartung e Levy, (2006). O DNA total extraido foi quantificado e
ajustado & concentracéo de 100 ng puL™. Para anélise do DNA de folhas e raizes por
gPCR, foi utilizado o volume final de 2 mL, contendo 6 puL de master mix (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 3 pL de DNA e 150 nM dos primers e sonda HLBaspr (LI,
HARTUNG; LEVY, 2006). A PCR foi realizada no termociclador StepOne Plus
(Applied Biosystems). Os valores de Cq (quantification cycle) foram ajustados
automaticamente usando o software StepOne. Foram consideradas positivas
somente amostras que apresentaram Ct menor ou igual a 34,0. Os valores de Ct
encontrados nas amostras de folhas e raizes foram convertidos a logip do nimero

de copias de amplicons por grama de tecido, usando a equacdo y = —0,2998x +
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11,042 (LOPES et al., 2013). Para os insetos, os valores de Ct foram convertidos em
titulos de Las usando a equacao y = — 0.2904x + 11.085 como descrito por Lopes et
al. (2013).

2.5. Avaliagbes

2.5.1. Quantificagao de sintomas foliares

A cada dois meses todas as plantas dos dois experimentos foram
observadas detalhadamente anotando-se a presenca/auséncia de clorose,
mosqueado ou sintomas de deficiéncia mineral. A escala fotografica desenvolvida
neste trabalho foi utilizada na avaliacdo das plantas de ‘Tahit’ e a escala
desenvolvida por Mendonca (2015) e descrita na Figura 1, foi utlizada para
avaliacdo das plantas de ‘Valéncia’. A cada avaliacdo foram anotados os tipos de
sintomas observados e, ao final, calculada a porcentagem de folhas com base na
categoria de sintomas.
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Figura 1. Escala fotografica de severidade de sintomas de HLB em laranjeira doce. Com relagéo 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
relagéo 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 menor delimitagdo das nervuras secundarias, e (D4) folha amarelada com circulos de cor

verde.

2.5.2. Quantificacao da bactéria nas folhas

A partir do quinto més apos inoculacdo, amostras de folhas jovens, porém
totalmente expandidas, em estadio vegetativo V4 (CIFUENTES-ARENAS et al.,
2018), trés por planta, foram coletadas das duas hastes das plantas inoculadas por
enxertia. As mesmas foram processadas para extragcdo de DNA e quantificacdo de
Liberibacter por gPCR (LI; HARTUNG; LEVY, 2006). O objetivo foi determinar o
estado da planta quanto a infeccdo por Las. As plantas inoculadas por insetos
também foram avaliadas por qPCR por meio de amostragem de folhas que se

desenvolveram na mesma haste inoculada.
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2.5.3. Quantificacdo de danos em raizes

No sexto més apOs as inoculacdes, as plantas foram removidas dos vasos,
as raizes separadas do substrato e lavadas em reservatdrio de 50 L seguido de
agua corrente de torneira. Em seguida, cada planta foi colocada em uma cabine com
fundo escuro e fotografada trés vezes em diferentes angulos (de cima, de lado e de
frente). Para avaliacdo de perda de massa radicular, as fotografias foram analisadas
por meio do software ImageJ® de acordo com as instru¢cdes do fabricante (National
Institutes of Health, Bethesda, USA). Para confirmacédo de presenca de Las e
qguantificacdo da bactéria, as amostras foram processadas para extracdo de DNA e
analise por PCR quantitativo (QPCR) (LI; HARTUNG; LEVY, 2006).

2.5.4. Quantificacdo da bactéria nas raizes e provavel presenca de

Phytophthora spp.

No sexto més apds a inoculacdo foram coletados 5 g de radicelas para
confirmacédo da presenca e quantificacdo de Las por gPCR (LI; HARTUNG; LEVY,
2006). Em seguida as plantas foram replantadas e mantidas em casa de vegetacao
onde permaneceram por mais seis meses, quando novamente foram reavaliadas por
gPCR e em seguida descartadas. No 12° més, 5 g de raiz e solo também foram
coletados para a andlise de presenca de Phytophthora spp. Esta andlise foi
realizada devido ao surgimento de sintomas tipicos produzidos pela infec¢do deste
oomiceto.

Para verificagdo de presenca de Phytophthora spp., empregou-se a
metodologia proposta por Matherom e Matejka (1991) com algumas modificacdes.
Dentro de 48 horas apds a amostragem, aproximadamente 5 g de cada amostra
(solo+raizes) foram colocados em potes de poliestireno liso de 75 mL de volume e
completados com agua destilada-esterilizada, seguido de suave homogeneizacao.

Em seguida, pedacos de pétalas de rosas foram usados como isca. As pétalas
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foram lavadas em &gua corrente e desinfestadas em solu¢éo de hipoclorito de sodio
a 1,0 % durante 1 min. e secas usando papel absorvente. As pétalas foram picadas
e em seguida mergulhadas na suspenséao. Os potes foram cobertos com uma tela de
“‘nylon” de malha fina para permitir aeracdo e evitar a invasdo de insetos. Todo o
material foi mantido em sala climatizada, com temperatura meédia do ar de 25°C+2,
sob luz fluorescente continua. Apés trés a cinco dias, quando se observou o
aparecimento de manchas necroticas nas pétalas e o desenvolvimento de colbnias
sobre a superficie da solucéo, fragmentos de micélio juntamente com pedacos de
pétala foram transferidos para uma lamina e recobertos com laminula. Por meio de
microscopio estereoscopio (Olympus Optical®, modelo SZ-40/SZ-ST) foi feita a

observacao e identificacdo de hifas e esporos do patégeno.

2.6. Andlises estatisticas

Os dados referentes aos titulos de Las em folhas de ‘Tahit’ com diferentes
intensidades de sintoma foram comparados por meio de andlise de variancia
ANOVA e comparacdo das médias por meio do teste de Tukey (p < 0,05), utilizando
0 programa Statgraphics Centurion VXIl (Statpoint Technologies Inc.). Para
determinar a relacédo entre titulo bacteriano (log do niamero de células bacterianas
por grama de tecido vegetal) e area sintomatica, foi realizada analise de regressao
ndo linear, com o melhor modelo [Log=V(a+b*\(sintoma (%)))] escolhido com base
no valor do coeficiente de regressao (R?). Devido ao pequeno nimero de plantas por
repeticdo, os dados referentes ao experimento de inoculagbes cruzadas nao foram

submetidos a analise estatistica.
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3. RESULTADOS

3.1. Desenvolvimento de escala fotografica

As 500 folhas trazidas do campo foram separadas em cinco categorias
distintas, denominadas MO (M de mosqueado) a M4. MO continha folhas totalmente
verdes; M1 folhas com predominio da cor verde, mas exibindo pequena area de
verde mais claro e amarelo (cerca de 5% da area foliar); M2 folhas ainda com
predominio da cor verde, mas ja exibindo contraste marcante entre o verde e o
amarelo, este ocupando 20 a 30% do limbo; M3 folhas com areas proporcionais de
cor verde e amarela; e M4 folhas com predominio da cor amarela (+75%) além de
nervuras salientes (Fig. 2).

Figura 2: Escala fotografica da progresséo na intensidade de sintomas de HLB em folhas de limeira

acida ‘Tahiti’. M- mosqueado, 0 a 4 — aumento progressivo na area com manchas, verde amarelo ou

amarelo no limbo foliar.

A intensidade de amarelo nas folhas se correlacionou com o titulo de Las.
Quanto maior a area amarela maior o titulo (Fig. 3), alcangcando maiores valores em

M4, com valor médio de log 5,76 células por grama de tecido.
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Figura 3. Regressao néo linear do titulo de Candidatus Liberibacter asiaticus e da porcentagem de

area com mosqueado da escala fotografica de folhas de limeira acida ‘Tahiti’.

A bactéria foi detectada, embora menos frequente, em apenas duas das
quatro repeticbes do MO, e em menor titulo também nas folhas assintoméaticas (log

de 3,53 células por grama de tecido) (Tabela 1).

Tabela 1. Variacdo do titulo de Candidatus Liberibacter asiaticus em folhas
removidas de ramos sintomaticos e assintomaticos de plantas de limeira &cida

‘Tahiti’ infectadas naturalmente no campo.

Grupo Area foliar Folhas gPCR+ Log células/g tecido
verde-amarela sobre o total * erro padréo’

ou amarela (%)*

MO 0 2/4 3,563+0,01c
M1 Até 5 4/4 462+0,33 b
M2 20a30 4/4 5,40+ 0,10 ba
M3 31a60 4/4 5,44+0,14 a
M4 Mais de 60 4/4 576+0,04 a

Médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey com p < 0,05.
* vide Figura 2 Y Log10 de genomas de titulo de ‘Ca. L. asiaticus’ por grama de tecido (y = -0,2998x+11,042
(LOPES et al., 2013), + erro padrao.
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3.2. Inoculagdes cruzadas de Ca. L. asiaticus

Para facilidade de leitura e compreensdao dos resultados desta parte do
trabalho, para as combinagdes ‘planta inoculada/ fonte de in6culo’ serdo usadas as
siglas V/Vb, VIVi, VITb, VITi, T/Vb, T/Vi, T/Tb e T/Ti, sendo a primeira vogal
maiuscula a variedade de planta que recebeu o inéculo e a segunda a variedade que
da qual o inéculo originou, sendo ‘V’ para laranjeira ‘Valéncia’ e ‘T’ para limeira acida
‘Tahit’. As vogais minusculas indicam o tipo de in6culo sendo ‘b’ para borbulha
doente e ‘I’ para inseto infectivo.

No sexto més notou-se que mesmo nho tratamento controle (plantas nao
submetidas a inoculagdo com Las) havia dano no volume e necrose de radicelas em
plantas das duas variedades estudadas. Suspeitou-se tratar de infeccdo causada
pelo oomiceto Phytophthora spp. A suspeita se confirmou quando amostras de
raizes e solo foram avaliadas. No 12° més, no total, 39 e 62% das 72 e 71 plantas de
‘Valéncia’ e ‘Tahiti’, respectivamente, estavam infectadas. Deste modo, as plantas
foram avaliadas separadamente em dois lotes: plantas n&o infectadas e plantas
infectadas pelo oomiceto (Tabela 2).
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Tabela 2. Influéncia do método de inoculacéo e fonte de in6culo sobre as partes
aérea e radicular de plantas de limeira acida ‘Tahiti’ e laranjeira ‘Valéncia’, em

interacdes homologas e heterdlogas, sem e com a presenca de Phytophthora sp.

Inoculadas por enxertia® Inoculadas por D. citri?
Status das plantas e parametros
avaliados Valéncia Tahiti Valéncia Tahiti
Valéncia® Tahiti Valéncia Tahiti Valéncia Tahiti Valéncia Tabhiti

Plantas sem Phytophtora

Total 10 13 9 5 11 10 6 7

Parte aérea das plantas Las+:

Com Liberibacter (%) 10 (100) 3(23) 9 (100) 4 (80) 9(82) 7 (70) 0 0

Titulo em folhas ° 53+041 32+041 5,3+0,08 4,9+0,23 5,9+0,08 4,9 +0,65 -2
Periodo latente (més) ® 6,2+0,49 6,3+0,88 5,3 40,33 5,8+0,75 5,0 5,0 - -
Periodo de incubagao (més) 6,3 11,5 6,1 6,1 8,0 9,0 - -

Raiz das plantas Las+:

Incidéncia (% plantas) 10 (100) 0 9 (100) 2 (40) 10 (91) 6 (60) 0 1(14)
Titulo no 6° més 33+0,21 3,7+0,12 33+0,0 3,6+0,26 3,5+0,62
Danos no 6° més (%) ° -16,6 +2,44 - -7,7+3,33 -23,7+791 -240+4,73  -147+2,40
Titulo no 12° més 3,6+0,19 3,8+0,14 3,2+0,49 5,0+0,83 3,9+0,67 2,5
Danos no 12° més (%) -19,7+324 - -21,9+4,53 -383+561 -36,1+3,99 -30,3+6,09 -0,5

Plantas com Phytophtora

Total 10 6 7 15 4 8 9 13

Parte aérea das plantas Las+:

Com Liberibacter (%) 10 (100) 2 (33) 7 (100) 9 (60) 3(75) 3(38) 0 4(31)
Titulo em folhas 5,7+0,14 2,4+£0,20 5,3+0,06 5,3+0,10 5,8 £0,08 6,0+1,74 --- 5,4 +0,10
Periodo latente (més) 5,6 £0,40 55+0,50 5,0 53+0,33 5,0 5,0 - 5,0
Periodo de incubagéo (més) 8,0 8,8 52 58 7,5 9,0 - 10,0

Raiz das plantas Las+:

Incidéncia (% plantas) 9 (90) 0 6 (86) 11 (73) 3(75) 4 (50) 0 4 (31)
Titulo no 6° més 35 0,20 3,4 0,24 3,0 £0,44 4,1+0,26 4,1+0,97 - 3,7+0,19
Danos no 6° més (%) -10,9 £2,19 - -125 +4,48 -14,1 +3,78 -8,4 £5,00 -22,6 +8,53 -16,3 £8,08
Titulo no 12° més 3,8 £0,20 35 +0,16 35 +0,19 4,1+0,19 3,6 £0,47 3,4+0,58
Danos no 12° més (%) -224 +335 - -18,3 +7,51 -32,4 +5,48 -34,2+12,71 -383+9,71 -20,1+5,39

T Segmento de ~4 cm de ramo Las+ enxertado no caule das plantas experimentais.

?Lotes de 5 adultos reproduzidos em plantas Las+ aprisionados em 1 broto por planta experimental por 7 dias para acesso a inoculagéo.

% variedade da planta experimental submetida a inoculagéo.

*variedade usada como fonte de inéculo.

° Log médio do nimero de amplicons de Ca. L. asiaticus por grama de tecido.

6 Tempo médio entre a data de inoculagao e detecgéo da bactéria nos tecidos da planta.

! Tempo médio entre a data de inoculagdo e aparecimento dos sintomas foliares em 50% das plantas inoculadas, determinada por regresséo.
8Volume médio de raiz nas plantas Las+ em relacdo em relagdo a média dos controles (plantas Las-)

Nao houve a presenca de Ca. L. asiaticus.

3.2.1. Influéncia do método de inoculacdo sobre Ca. L. asiaticus em plantas

com e sem Phytophthora spp.

Em ambos os grupos, com e sem Phytophthora, a incidéncia de Las foi

maior no lote inoculado por borbulha, com as maiores diferengas observadas na
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parte aérea das plantas, que continham o dobro da incidéncia da observada no lote
inoculado por inseto (Tabela 2).

Nas plantas sem Phytophthora a inoculagdo por inseto resultou em menor
periodo latente e menor periodo de incubacéo, ou seja, Las foi detectada em média
dois meses antes e 0s sintomas se manifestaram mais lentamente do que nas
plantas inoculadas por borbulha. Nao houve diferengas marcantes entre os métodos
de inoculacdo no que diz respeito a danos e aspecto do sistema radicular, para

ambos 0s grupos de plantas.

3.2.2. Influéncia das combinacdes planta inoculada/origem do ind6culo na

incidéncia de Ca. L. asiaticus em plantas com e sem Phytophthora spp.

A incidéncia de Las foi dependente da combinacdo, com maiores valores
nas combinacdes V/Vb e T/Vb. Na combinacdo V/V, ndo foram observadas
diferencas marcantes entre V/Vb e V/Vi, dentro dos dois grupos de plantas (com e
sem Phytophthora), com excecdo dos danos em raizes no 12° més, com tendéncia
de maior dano radicular em plantas inoculadas por D. citri, em ambos 0s grupos.

Em V/T o método de inoculacdo afetou consideravelmente os parametros
avaliados. Em V/Tb e V/Ti sem a presenca de Phytophthora, as taxas de infeccéo
foram, respectivamente, de 23% e 70%; os titulos na parte aérea de 3,2 e 4,9 log por
grama de tecido; o periodo latente de 6,3 e 5,0 meses; e o periodo de incubacado de
11,5 e 9 meses. Além de menor titulo na parte aérea, a bactéria ndo colonizou o
sistema radicular das plantas enxertadas, ao contrario do que aconteceu nas
inoculadas por insetos. Nas plantas com Phytophthora, similar ao ocorrido no grupo
sem o0 oomiceto, em V/Tb, Las colonizou somente a parte aérea das plantas,
engquanto que em V/Ti a bactéria colonizou a planta por completo (folhas e raizes).

Em T/V s6 houve transmissdo e colonizacdo da bactéria nas plantas
inoculadas por borbulha. Na combinacdo T/T, houve variacdo tanto entre o método
de inoculagcdo como entre o grupo de plantas (com e sem Phytophthora). Enquanto

gue as plantas inoculadas por enxertia foram totalmente colonizadas pela bactéria,
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nos dois grupos, nas plantas inoculadas por insetos infectivos a colonizagcéo de toda

a planta somente ocorreu no grupo com Phytophthora.

3.2.3. Influéncia da fonte de in6culo na incidéncia de Ca. L. asiaticus em
plantas com e sem Phytophthora spp.

A fonte de indculo afetou consideravelmente os resultados. Em ‘Valéncia’, as
plantas foram colonizadas por Las oriundas tanto da propria laranjeira como da
limeira ‘Tahiti’, independente do método de inoculagdo. As plantas de ‘Tahiti’, por
sua vez, foram intensamente colonizadas por Las oriundas de ambos os
hospedeiros, mas somente quando inoculadas por enxertia. Quando inoculadas por
inseto, a infeccao e colonizacdo ocorreu com mais intensidade somente no grupo de
plantas com Phytophthora e quando oriundos da prépria ‘Tahiti’, com a incidéncia
atingindo 31%.

3.2.4. Incidéncia de Ca. L. asiaticus na parte aérea das plantas

Quanto a incidéncia de Las na parte aérea, apesar do pequeno numero de
plantas ndo permitir uma andlise precisa, ndo observaram-se diferencas marcantes,
tanto nas plantas inoculadas por enxertia quanto nas inoculadas por inseto, com
excegao da ‘Tahiti’ que recebeu insetos infectivos oriundos da prépria ‘Tahiti’ (T/Ti),
nas quais somente as plantas do grupo com Phytophthora se tornaram infectadas,

com incidéncia de Las de 31% contra 0% nas plantas sem o oomiceto (Fig. 4).
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Figura 4. Porcentagem de plantas de limeira &cida ‘Tahit’ (T) e de laranjeira ‘Valéncia’ (V),
naturalmente infectadas ou ndo por Phytophthora spp., com a presenca de Ca. L. asiaticus na parte
aérea, 12 meses ap0ds inoculagbes cruzadas por meio de enxertia de borbulha doente ou de
exposicdo a psilideos infectivos (sete dias de acesso a inoculagéo), com borbulha (b) e psilideos (i)
oriundos de plantas de limeira acida ‘Tahiti’ ou laranjeira ‘Valéncia’ doente. A primeira vogal
mailscula indica a planta inoculada e a segunda a planta origem do in6culo, a vogal mindscula indica
0 método de inoculagéo.

Phytophthora aparentemente influenciou a capacidade de multiplicagdo de
Las na parte aérea, mas somente em plantas de ‘Valéncia’ inoculadas com
borbulhas doentes oriundas de ‘Tahiti’. Houve uma tendéncia de menores titulos em
plantas infectadas pelo oomiceto (log 2,4 por células/g tecido) do que em plantas
sem a presenca deste fitopatégeno (log 3,2) (Fig. 5).



61

O Plantas sem Phytophtora
8 - @ Plantas com Phytophtora

Log de Ca. L. asiaticus

V/Vb V/Tb T/Vb T/Tb V/Vi V/Ti T/Vi T/Ti

Figura 5. Titulo médio (x erro padrdo) do nimero de amplicons de Ca. L. asiaticus por grama de
tecido foliar de plantas de lima &cida ‘Tahiti’ (T) e de laranjeira ‘Valéncia’ (V), naturalmente infectadas
ou ndo por Phytophthora spp., apds inoculagBes cruzadas por meio de enxertia de borbulha doente
ou de exposicdo a psilideos infectivos (sete dias de acesso a inoculagdo), com borbulha (b) e
psilideos (i) oriundos de plantas de limeira acida ‘Tahiti’ ou laranjeira ‘Valéncia’ doente. A primeira
vogal mailscula indica a planta inoculada e a segunda a planta origem do indculo, a vogal mindscula

indica o0 método de inoculagéo.

No que diz respeito ao periodo latente, ou seja, tempo médio necessario
para a deteccdo de Las nas plantas, de maneira geral, ndo houve influéncia da
Phytophthora (Fig. 6).

8 - OPlantas sem Phytophtora

7 4 EPlantas com Phytophtora

Tempo para detecgao Ca. L.
asiaticus (més)
N

Vb  V/Tb T/Nb T/Tb VNI V/Ti  TNi T/Ti

Figura 6. Tempo médio (meses) (+ erro padrdo) entre a data de inoculacdo e deteccdo da bactéria
nos tecidos foliares de plantas de limeira 4cida ‘Tahiti’ (T) e laranjeira ‘Valéncia’ (V), naturalmente

infectadas ou ndo por Phytophthora spp., com a presenca de Ca. L. asiaticus na parte aérea, apos
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inoculagdes cruzadas por meio de enxertia de borbulha doente ou de exposi¢ao a psilideos infectivos
(sete dias de acesso a inoculacéo), com borbulha (b) e psilideos (i) oriundos de plantas de Tahiti ou
‘Valéncia’ doente. A primeira vogal mailscula indica a planta inoculada e a segunda a planta origem

do indculo, a vogal minuscula indica 0 método de inoculacéo.

Infecc@o por Phytophthora resultou em aumento no tempo necessario para
aparecimento dos sintomas, mas somente em uma combinacgéo (V/Vb) (Fig. 7). Para

a maioria das demais combinac¢des houve reducédo no tempo.

OPlantas sem Phytophtora
12 4
@ Plantas com Phytophtora

10 A

Tempo para aparecimento de
sintomas (més)

V/Vb  V/Tb  T/VNb  T/Tb  V/Vi V/Ti T/Vi T/Ti

Figura 7. Tempo médio (més) entre a data de inoculacdo e aparecimento dos sintomas foliares em
50% das plantas de limeira acida ‘Tahiti’ (T) e laranjeira ‘Valéncia’ (V), naturalmente infectadas ou
ndo por Phytophthora spp., com a presenca de Ca. L. asiaticus na parte aérea, apos inoculagfes
cruzadas por meio de enxertia de borbulha doente ou de exposicdo a psilideos infectivos (sete dias
de acesso a inoculacéo), com borbulha (b) e psilideos (i) oriundos de plantas de ‘Tahiti’ ou ‘Valéncia’
doente. A primeira vogal mailscula indica a planta inoculada e a segunda a planta origem do indéculo,
a vogal mindscula indica 0 método de inoculagéo.

De forma geral, em ‘Valéncia’ 0 mosqueado foi similar ao mostrado na Figura
1, com intensidades maximas nao ultrapassando o M2. Da mesma forma, em ‘Tahit/’
0s sintomas seguiram o padrdo mostrado na Figura 2, com a intensidades maximas

nao ultrapassando o M3.
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3.2.5. Incidéncia de Ca. L. asiaticus no sistema radicular das plantas

Quanto a incidéncia de Las nas raizes, somente na combinacdo T/T,
independente do método de inoculacdo, foram observadas maiores porcentagens de
plantas com Las no grupo com a presenca de Phytophthora. Em T/Ti sem a
presenca do oomiceto, Las foi detectada em apenas uma planta (14%), subindo para
quatro (31%) no grupo de plantas com o oomiceto. Em T/Tb este aumento foi de
duas (40%) para 11 (73%). Nas demais combinacdes, houve reduc¢éo da infeccéo de

Las em plantas com o oomiceto (Fig. 8).

OPlantas sem Phytophtora
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Figura 8. Porcentagem de plantas de lima acida ‘Tahit’ (T) e de laranja ‘Valéncia’ (V), naturalmente
infectadas ou ndo por Phytophthora spp., com a presenca de Ca. L. asiaticus na parte radicular, 12
meses apds inoculagBes cruzadas por meio de enxertia de borbulha doente ou de exposicdo a
psilideos infectivos (sete dias de acesso a inocula¢éo), com borbulha e psilideos oriundos de plantas
de limeira &cida ‘Tahiti’ ou laranjeira ‘Valéncia’ doente. A primeira vogal mailscula indica a planta
inoculada e a segunda a planta origem do inéculo, a vogal mindscula indica o método de inoculagéo.

Phytophthora spp. ndo afetou a capacidade da bactéria em se multiplicar nas
raizes. Titulos similares foram encontrados em plantas com e sem o0 oomiceto, tanto

no 6° como no 12° més apods as inoculacgdes (Fig. 9)
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Figura 9. Titulo médio (x erro padrdo) do nimero de amplicons de Ca. L. asiaticus por grama de
tecido radicular de plantas de lima acida ‘Tahit’ (T) e de laranja ‘Valéncia’ (V), naturalmente
infectadas ou nédo por Phytophthora spp., aos seis meses (A) e aos 12 meses (B) apos inoculacdes
cruzadas por meio de enxertia de borbulha doente ou de exposicdo a psilideos infectivos (sete dias
de acesso a inoculacéo), com borbulha (b) e psilideos (i) oriundos de plantas de limeira acida ‘Tahiti’
ou laranjeira ‘Valéncia’ doente. A primeira vogal maiuscula indica a planta inoculada e a segunda a

planta origem do inéculo, a vogal mindscula indica 0 método de inoculagéo.

3.2.6. Influéncia da Phytophthora spp. sobre danos nas raizes

Tanto Phytophthora spp. como Las provocaram danos nas raizes, que, de
forma geral, puderam ser mais facilmente separados entre si em limeira acida
‘Tahit’. A Figura 10 mostra aspectos de raizes de limoeiro ‘Cravo’ com copa de
‘Tahiti’, sadias e afetadas por ambos os patdgenos, isoladamente ou em conjunto.
Nota-se reducdo do volume radicular e predominio de radicelas mais escuras em
plantas com o oomiceto e apenas reducéo do volume radicular em plantas com Las,

ou com Las + Phytophtora spp.
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Figura 10. Raizes de limoeiro ‘Cravo’ com copa de limeira acida ‘Tahiti’, sadia (A); infectada por
Phytophthora spp. (B); infectada por Candidatus Liberibacter asiaticus (C); e com a intera¢do das

duas doencas (oomiceto + Las) (D).

A Figura 11 mostra o aspecto de raizes de limoeiro ‘Cravo’, com copa de
laranjeira ‘Valéncia’, onde observou-se reducdo do volume radicular, porém as
diferencas de coloracdo das radicelas afetadas por Phytophthora spp. foram menos

marcantes quando comparadas as raizes com copa de limeira acida ‘Tabhiti’.
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Figura 11. Raizes de limoeiro ‘Cravo’ com copa de laranjeira ‘Valéncia’, sadia (A); infectada por
Phytophthora spp. (B); infectada por Candidatus Liberibacter asiaticus (C); e com os dois patdgenos

(oomiceto + Las) (D).

O impacto de ambas as infec¢des foi quantificado no 6° e 12° més apoés a
inoculacdo. Independentemente da origem do patdgeno, combinacdo e forma de
inoculacao, houve aumento dos danos do 6° para 0 12° més. Entretanto, no 6° més
apos inoculacdo, houve tendéncia de reducdo dos danos provocados por Las no
grupo de plantas com Phytophthora, de forma mais aparente em ‘Valéncia’,
inoculada por borbulhas doente ou por inseto infectivo, e quando a origem do indculo

foi a propria laranjeira (Fig. 12).
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Figura 12. Porcentagem de reducdo do volume médio de raiz de plantas de limeira &cida ‘Tahiti’ (T) e
de laranjeira ‘Valéncia’ (V) em relacdo a média dos controles, naturalmente infectadas ou nao por
Phytophthora spp., com a presenca de Ca. L. asiaticus na parte radicular, aos seis (A) e 12 (B)
meses apoés inoculagdes cruzadas por meio de enxertia de borbulha doente ou de exposicao a
psilideos infectivos (sete dias de acesso a inoculagéo), com borbulha (b) e psilideos (i) oriundos de
plantas de limeira acida ‘Tahiti’ ou laranjeira ‘Valéncia’ doente. A primeira vogal maiuscula indica a
planta inoculada e a segunda a planta origem do inéculo, a vogal mindscula indica o método de

inoculacéo.

4. DISCUSSAO

Nesse estudo, plantas jovens de limeira acida ‘Tahiti’, cultivar ‘Quebra-
galho’, e laranjeira doce ‘Valéncia’ foram comparadas quanto aos sintomas foliares e
danos em raizes induzidos pela bactéria Ca. L. asiaticus. Também foi avaliado o
potencial da ‘Tahiti’ em servir como fonte de inéculo para si prépria e para ‘Valéncia’,
por meio da inoculacdo da bactéria por enxertia ou por insetos infectivos.
Inesperadamente, diversas plantas experimentais foram infectadas por Phytophthora
spp., oomiceto causador de podridao de raizes. Embora ndo se saiba o momento em
gue ocorreu a infeccdo por este oomiceto, sua presenca permitiu avaliar, mesmo
que de forma preliminar, o seu papel na interacdo entre Las e a planta citrica. Vale
lembrar que co-infecgbes desses patdégenos ndo sdo incomuns no campo. N&o se

obervou amarelecimento de folhas em plantas com o oomiceto, porém sem Las,
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contrario do que se observa no campo (LARANJEIRA et al., 2005). Os sintomas
foliares de HLB também né&o foram afetados por Phytophthora.

Em ‘Tahiti’, os sintomas foliares de HLB tiveram padrdes distintos dos
observados em laranjeiras. Em ‘Tahiti o amarelo foi mais intenso, com maior
contraste entre esse amarelo com o verde normal, facilitando a visualizacdo. Além
disso, as nervuras salientes continuaram com coloracao verde, enquando que em
laranjeiras as nervuras salientes tornam-se amareladas e/ou amarronzadas (BOVE,
2006). O mosqueado foliar é atribuido principalmente ao rompimento da membrana
dos tilacoides pela pressao do acumulo de amido que, por sua vez, é causado pelo
bloqueio do fluxo da seiva do floema (ACHOR et al., 2010). As causas das
diferencas no padrdo de sintomas entre essas plantas ndo sao conhecidas.
Poderiam estar associadas as diferencas no numero de cloroplastos, com as
laranjeiras possuindo menor quantidade, ou no nivel de dano causado pelo acumulo
de amido, neste caso menor em laranjeiras. Em ‘Tahiti’ a ocorréncia de sintomas
induzidos pela da anomalia genética conhecida como Wood Pocket , caracterizados
por mosaico nas folhas, com tecido esverdeado contrastando com o limbo
amarelado, confunde-se também com o mosqueado de HLB. Entretanto, essa
anomalia manifesta-se de modo diferente na cultivar ‘Quebra-galho’. Neste caso,
ndo ocorrem sintomas tipicos nas folhas, os sintomas sao rupturas da casca dos
ramos, com o desenvolvimento de tecido clorofilado proximo ao lenho, visivel apos a
remocao da casca do ramo. (FUNDECITRUS, 2017).

Nas plantas experimentais, foram observadas baixas intensidades de
sintomas foliares em todas as plantas infectadas por Las, nas quais a severidade
nao ultapassou o M2 em ‘Valéncia’, ou o M3 em ‘Tahiti’, em escala onde o0 maximo
era M4. Este fato pode ser devido ao forte esquema de fertilizagcdo e adequada
irrigacao das plantas. Reducéo na intensidade de sintomas foliares de HLB por meio
de fertilizagdes foi demonstrada no campo por Zhao et al. (2013).

Neste estudo a area amarela do limbo foliar também se correlacionou com
titulo de Las. Além disso, Las foi detectada em ‘Tahiti’ também em folhas
assintomaticas, o que é justificavel pois se tratava de folhas removidas de plantas

doentes no campo, embora da parte ndo afetada pela doenca. Presenca de
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bactérias em partes assintomaticas de plantas infectadas também foram observadas
em laranjeiras (LOPES et al. 2013).

No que diz respeito as inocula¢gBes cruzadas, a presenca de Phytophthora
afetou diversos aspectos da interacdo Las-citros. Na parte aérea, o oomiceto
aparentemente estimulou a planta a exibir sintomas foliares mais cedo. No sistema
radicular, embora Phytophthora tenha causado necrose das radicelas, resultando na
morte das raizes e consequentemente reducdo da biomassa radicular, como
observado por Tarnowski et al. (2013), este patdgeno ndao causou nenhum impacto
extra na reducdo de volume, avaliado 12 meses apoOs as inoculacbes. Esses
resultados contradizem os encontrados por Ann, Ko e Su (2004) onde, em laranjeira
‘Azeda’, a combinacdo dos dois patégenos causou maior reducdo na biomassa do
gue cada um sozinho. Las por si s6 reduz a quantidade de raizes (JOHNSON et al.,
2014), como verificado neste estudo. A n&o observagdo de efeito aditivo ou
sinergistico dos dois patdgenos pode ser devido ao forte esquema de fertilizacéo,
como ja comentado.

A eficiéencia de inoculacdo de Las foi dependente da combinacdo de
variedades. Nas plantas de ‘Valéncia’ inoculadas por borbulhas oriundas de ‘Tahiti’
doente, Las foi detectada em folhas de ramos opostos ao inoculado sem mesmo ser
detectada nas raizes. Estes resultados sao contrarios aos encontrados por Johnson
et al. (2014) que encontraram Las nas raizes de plantas infectadas antes mesmo
gue na copa, sugerindo que a bactéria acompanha passivamente o fluxo da seiva do
floema, seguindo sempre a sazonalidade dos fluxos de crescimento, tanto na parte
aérea como na de raiz, mais recentemente comprovado por Raiol Junior et al.
(2017).

Observou-se também neste estudo, que as plantas de ‘Tahiti’ ndo foram
colonizadas quando inoculadas por insetos infectivos vindos de laranjeira ‘Valéncia’
doente. Isto pode estar associado a baixa preferéncia de D. citri por este hospedeiro.
Embora os insetos estivessem altamente infectivos (conforme demonstrado pela alta
taxa de infecgdo em ‘Valéncia’ inoculada por insetos oriundos da prépria ‘Valéncia’),
eles podem néo ter se alimentado ativamente quando aprisionados em plantas de

‘Tahiti’, ou o tempo necessario para transmissdo da bactéria em ‘Tahiti’ pode ser
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maior que em ‘Valéncia’'. Evidéncia da menor preferencia de D. citri por ‘Tahiti’ é
apresentada no segundo capitulo desta tese.

Em suma, este estudo mostrou que o mosqueado de HLB presente em
folhas de limeira acida ‘Tahiti’ € mais intenso do que o observado em folhas de
laranjeira ‘Valéncia’. Os danos nas raizes em limoeiro ‘Cravo’ tendo a ‘Tahiti’ como
copa foram similares aos encontrados em limoeiro ‘Cravo’ tendo como copa a
laranjeira ‘Valéncia’'. Plantas de limeira acida ‘Tahiti’ podem atuar como fonte de
indculo para si mesmas e para laranjeiras. A demonstragcdo de que plantas de ‘Tahit/’
podem atuar como fontes de Las indica que plantas de pomares abandonados e em
fundo de quintal, sem qualquer agcdo de controle do inseto vetor, devem estar
contribuindo para a disseminacédo de Las de forma mais intensa do que se imagina.
Devem, portanto, ser eliminadas para, desta forma, contribuir para o sucesso do

manejo da doenca.
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