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REACAO DE VARIEDADES E CLONES DE LARANJAS A Xylella fastidiosa’
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RESUMO - A clorose variegada dos citros (CVC) ¢ uma doenca grave, causada por Xylella fastidiosa. As medidas usuais de controle mostram-se
pouco eficientes ou praticas ¢ com alto custo. Dessa forma, o uso de variedades resistentes e/ou tolerantes desponta como a alternativa mais
eficiente, razdo pela qual se julgou oportuna a realizacdo deste trabalho. O presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento de
variedades e clones de laranjas introduzidas em relagdo a X. fastidiosa. Foram estudados 59 variedades ¢ clones de laranjas doces ¢ 2 de laranjas
azedas introduzidos da Franca, Italia e Portugal. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados (DBC), com 62 tratamentos ¢ 4 repeticdes,
incluindo a variedade ‘Péra’, como padrao. Cada parcela continha duas plantas, sendo uma inoculada ¢ a outra sem inoculagdo. Para a inoculag@o
do patdgeno, foi empregado o método de encostia, utilizando-se de mudas infectadas. Para a avaliagdo da incidéncia da doenga, utilizou-se de dados
qualitativos, positivos ou negativos, enquanto para severidade empregou-se escala de notas, que foi estabelecida baseando-se nos sintomas de
CVC, confirmados através dos testes de PCR. As variedades de laranjas azedas Beja e Sr. Pinto e as laranjas doces Navelina ISA 315, Navelina SRA
332 e Newhall Navel SRA 343 ndo apresentaram sintomas em folhas até 27 meses apos a inoculag@o.

Termos de indexacao: citros, CVC, bactéria, tolerancia, doenga.

REACTION OF ORANGES VARIETIES AND CLONES TO Xylella fastidiosa

ABSTRACT - Citrus variegated chlorosis (CVC) is a serious disease, caused by Xylella fastidiosa, being the most important to the Brazilian
citriculture. The usual measures of control show less efficient or practice and they are very expensive. The use of resistant varieties is showed as
the most efficient, consisting the aimed of this research. The objective of the present work was study the behavior of varieties and clones introduced
inrelation to X. fastidiosa. Were studied 59 varieties and clones of sweet oranges and 2 sour oranges introduced from France, Italy and Portugal. The
experimental layout was a complete randomized block design, with 4 replicates and 62 treatments, with ‘Péra’ variety as control. Each treatment had
two plants, one inoculated and the other without inoculation. For the pathogen inoculation was used the grafting approach with infected seedlings.
For the disease incidence measurement was used qualitative data, positive or negative, while for the severity it, was used a note scale based on CVC
symptoms confirmed through the PCR tests. The sour oranges varieties Beja and Sr. Pinto and the sweet oranges Navelina ISA 315, Navelina SRA

332 e Newhall Navel SRA 343, have not presented leaves symptoms until 27 months after inoculation.

Index Terms: citrus, CVC, bacteria, tolerance, disease.

O agente causal da doenga ¢ a bactéria Xylella fastidiosa, que
tem como principais vetores algumas espécies de cigarrinhas da familia
Cicadellidae. Outra maneira de transmissao ¢é através de borbulhao (ramos
com trés gemas) contaminado (Li, 1997). Sendo que Nunes (1999)
observou que o método de encostia foi o mais eficiente na transmissao
da bactéria quando comparado com os outros métodos testados.

Segundo Machado et al. (1992), de modo geral, os sintomas
nas folhas podem ser associados a clorose pontuada ao acaso no limbo
foliar, ndo apresentando reversdo e com formacdo de goma na face
abaxial desta e, um outro, associado a clorose entre nervuras, tipica da
deficiéncia de zinco, podendo evoluir para a formagao ou nao de goma
na face abaxial da folha.

Admite-se que uma das maneiras de conviver com a CVC
baseia-se no manejo dos pomares, empregando-se a poda dos ramos
sintomaticos, em plantas adultas, alternativa essa ineficaz para o caso
de plantas novas (Carlos et al., 1997). A bactéria X. fastidiosa foi
observada em quase todas as variedades de laranja doce estudada no
Brasil (Laranjeira et al., 1998). E o uso de variedades resistentes ¢ a
alternativa mais adequada no controle da CVC (Purcell, 1994).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reagdo a X. fastidiosa de
variedades e clones de laranjas introduzidas de bancos de germoplasma
da Franga, Italia e Portugal.

O experimento foi conduzido em condigdes de campo, na
Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro (EECB), Bebedouro-
SP. Foram avaliados 59 variedades e clones de laranjas doces [C. sinensis
(L.) Osb.]: Amares, Barile SRA 559, Barlerin SRA 568, Belladona, Berna

IVIA - 43 — 1, BernaIVIA 43, Berna Peret IVIA 336, Biondo Corigliano I,
Biondo Di Caccia, Boukhobza SRA 569, Cadenera Punchosa (Campo),
Casa Grande SRA 183, Castellana IVIA-64 — 3, China SRA 547, China,
Comuna IVIA-105, Convento, D. Jodo, Doblefina, Fraga, Fukuhara SRA
561, Fullamenuda IVIA 92, Hall SRA 394, Jaffa, Ma¢a, Murtera—IVIA —
54, Navelina ISA 315, Navelina SRA 332, Newhall Navel SRA 343, Ovale
Mut, Pala, Péra Vidigueira (Sr.Antunes), Petit Pierre demi-sanguine SRA
570, Portela, Prata da Ponte, Prata, Premier SRA 510, Rotuna SRA 511,
Sakatoro SRA 407, Sanford SRA 404, Sanguinea 66/Ssa/12, Seleta Tardia,
Setubalense, Skaggs Bonanza Navel SRA 202, Sweet SRA 50,
Torregrossa IVIA 103 — 6, Tua (Sr. Mamede), Tua Grauda 1, Tua Ponte,
Tua S/S, Tua, Vale dos Besteiros, Valéncia Campbell, Valéncia Late
Burjasot IVIA-35-2, Valéncia Rohde Red SRA 360, Valéncia Temprana
IVIA 25, Vera 97 IVIA—97, Verde de Espanha, Yoshida Navel SRA 558 ¢
duas laranjas azedas (C. aurantium L.): Beja e Sr. Pinto, introduzidas
pela EECB de bancos de germoplasma da Franga, Italia e Portugal, com
a colaboragdo do Cenargen/Embrapa e Fundecitrus. Incluiu-se a
variedade ‘Péra’, como padrao de referéncia quanto a suscetibilidade a
CVC. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados (DBC),
com 62 tratamentos e 4 repeticdes, incluindo a variedade ‘Péra’, como
padrdo. Cada parcela continha duas plantas, sendo uma inoculada e a
outra sem inoculagao.

As variedades foram enxertadas em limoeiro ‘Cravo’, no més
de novembro de 2000, ¢ mantidas em estufa com tela antiafidica. No
plantio, adotou-se o espagamento de 6x2 m. As mudas selecionadas
foram transplantadas no campo, em haste inica, em abril de 2001.
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A obteng@o das mudas-fonte de X. fastidiosa utilizou-se de
ramos da laranjeira ‘Péra’ com sintomas da doenga. Para isso, empregou-
se o limoeiro ‘Cravo’, com aproximadamente 15 cm de altura. Retiraram-
se os “cavalinhos” de limoeiro ‘Cravo’ dos tubetes, € o substrato foi
envolvido em papel-jornal embebido em dgua e, por fim, envolvido com
saco plastico devidamente amarrado, formando assim uma camara timida.
Posteriormente, procedeu-se a encostia da haste principal do
“cavalinho” em ramos de laranjeira ‘Péra’ com sintoma da doenga. Apds
30 a 40 dias da enxertia, fez-se a retirada das mudas-fonte de bactéria da
laranjeira ‘Péra’. Em janeiro de 2001, procedeu-se a inoculagdo através
da enxertia das mudas-fonte pelo método de encostia (Nunes, 1999).

A avaliagdo de incidéncia ¢ de severidade dos sintomas foi
realizada mensalmente, a partir de dezembro 2001. Para a avaliag¢do de
incidéncia, tomaram-se como referéncia dados qualitativos, positivos
ou negativos, enquanto para severidade foi empregada escala de notas,
sendo: 0) planta sem sintomas; 1) sintomas em algumas folhas; 2) 50%
das folhas da planta exibindo sintomas, ¢ 3) toda planta sintomatica.

“Polymerase Chain Reaction” (PCR) - Os extratos de folhas
das plantas foram preparados a partir de cinco folhas maduras de cada
planta de citros, totalizando 496 amostras. Os testes de PCR foram
realizados em abril de 2002 e em maio de 2003, no Laboratorio de
Bioquimica de Microrganismos e Plantas da UNESP — Universidade
Estadual Paulista, FCAV. Apds a coleta das amostras, com auxilio de
uma lamina, fez-se a retirada da nervura principal juntamente com o
peciolo das folhas. Em seguida, as nervuras foram cortadas em pequenos
fragmentos, maceradas em nitrogénio liquido e colocadas em
“eppendorfs” para a extragdo do DNA total. O procedimento de extragio
do DNA foi feito conforme protocolo proposto por Shillito & Saul (1998).
A quantificagdo do DNA foi realizada em espectrofotometro BECKMAN
— DU 640, medindo-se a absorbancia em contraste com uma amostra de
TE, nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. Para estimar a quantidade
de DNA, tomou-se como referéncia que uma unidade de densidade
optica (DO) equivale a 50 g de DNA por mL de solug@o (Sambrook et
al., 1989). Parareagdo de PCR, foram utilizados os primers especificos
para X. fastidiosa CVC1,RST 31 e RST 33.

As avaliagdes de sintomas da doenca foram realizadas
mensalmente, a partir de dezembro de 2001. A laranja ‘Péra’, utilizada
como padrdo, apresentou cinco plantas PCR positivo, sendo que quatro
desenvolveram sintomas da doenga, sendo trés delas com elevado nivel
de severidade.

A maior presenga de plantas sintomaticas foi verificada a partir
de janeiro de 2003, passando de nove plantas em outubro de 2002 para
81; 193 ¢ 210 plantas, respectivamente, em janeiro, abril ¢ julho de 2003,
ou seja, 18 meses apds a inoculacdo. Tais fatos indicam que existe
relagdo entre o periodo de incubagédo ¢ o desenvolvimento das plantas
em condi¢gdes de campo, o que, conseqiientemente, interfere no
aparecimento de sintomas (Palazzo & Carvalho, 1992; Laranjeira et al.,
2003). Além disso, o verdo ¢ a estagdo do ano em que a populagdo de
cigarrinhas se mostra mais numerosa (Lopes, 1999). O elevado nimero
de plantas sintomaticas observadas em abril de 2003 mostra-se
convergente aos dados obtidos por Barbosa (2002), que verificou picos
elevados de incidéncia da doenga no outono e no inverno. Entretanto,
ambos os resultados mostram-se divergentes daqueles reportados por
Palazzo & Carvalho (1992), que verificaram aumento da incidéncia e da
severidade da doenga na época em que ocorre maior desenvolvimento
vegetativo, ou seja, na primavera e no verao. Tal divergéncia pode estar
relacionada ao fato de que todos os resultados se referem a uma tnica
variedade, diferentemente do presente trabalho, onde a area experimental
possuia 62 variedades em estudo, o que, provavelmente, contribuiu
para as diferengas observadas.

Machado et al. (1997), estudando variedades de laranjas
sobreenxertadas em laranja ‘Péra’ com sintomas tipicos, observaram
que todas as variedades de laranja apresentaram sintomas, porém houve
diferengas na velocidade de expressdo. De acordo com os autores, a
‘Péra’ e a ‘Bardo’[C. sinensis (L.) Osb.] mostraram sintomas mais rapido,
apos 3 a 4 meses da sobreenxertia, enquanto na ‘Hamlin’ [C. sinensis

(L.) Osb.], apesar de ser positiva nos testes soroldgicos, a expressao
dos sintomas foi mais lenta. As variedades Bahia ¢ Baianinha [C. sinensis
(L.) Osb.] ndo desenvolveram sintomas de CVC, ¢ a bactéria também
ndo foi detectada pelo método sorologico empregado, apos trés anos
de sobreenxertia. Por outro lado, em estudo semelhante, Laranjeira et al.
(1998) observaram sintomas nove meses apos o plantio, em ‘Baianinha’
¢ em outros clones de ‘Bahia’, em condi¢des de campo, na regido de
Mirassol-SP.

Quando se comparam os niveis de incidéncia e de severidade
entre as plantas inoculadas e as ndo-inoculadas, verifica-se,
proporcionalmente, mais plantas sintomaticas, e com mais severidade
entre as plantas inoculadas (Figuras 1). Resultado semelhante foi
encontrado por Pereira (2001) que, estudando inoculagdo artificial de X.
fastidiosa, verificou que as plantas inoculadas na primavera e no verao
desenvolveram mais rapidamente os sintomas.
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Figura 1 — Numero de plantas com sintomas de CVC nos niveis de
severidade 1; 2 e 3, de outubro de 2002 a abril de 2004, em
plantas inoculadas e em ndo-inoculadas com Xylella

fastidiosa, sob condigdes de campo, em Bebedouro-SP.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho,
verificou-se que o método de encostia, adotado para a inoculagao da
bactéria, fez com que se obtivesse maior niimero de plantas sintomaticas,
com maiores niveis de severidade e em menor periodo. Com isso, houve
uma pressdo de inoculo no talhdo, a qual possibilitou que as plantas
ndo-inoculadas se tornassem infectadas naturalmente pelo vetor.

No més de abril de 2004 (27 meses da inoculagdo ¢ 36 meses do
plantio), tltima avaliagdo de incidéncia e de severidade dos sintomas
(dados ndo mostrados), verificou-se que as laranjeiras azedas Beja e Sr.
Pinto e as laranjeiras doces Navelina ISA 315, Navelina SRA 332 e
Newhall Navel SRA 343 ndo apresentaram sintomas da doenga. Por
outro lado, as variedades Berna IVIA 43, Casa Grande SRA 183,
Castellana IVIA-64-3, China SRA 547, Comuna IVIA-105, D. Jodo,
Doblefina, Murtera— IVIA — 54, Péra Vidigueira (Sr.Antunes), Petit Pierre
demi-sanguine SRA 570, Prata da Ponte, Setubalense, Skaggs Bonanza
Navel SRA 202, Tua (Sr. Mamede), Valéncia Campbell, Valéncia Rohde
Red SRA 360, Valéncia Temprana IVIA 25 ¢ Yoshida Navel SRA 558,
mesmo estando em um talhdo com alta incidéncia e severidade de CVC,
ndo apresentaram sintomas nas plantas ndo-inoculadas. Tais resultados
sdo0 promissores ¢ podem, futuramente, determinar a viabilidade do uso
dessas variedades como alternativa de tolerancia ou resisténcia a X.
fastidiosa, embora algumas dessas plantas tenham sido positivas no
teste de PCR.

Quanto aos resultados de PCR (dados ndo mostrados), verifica-
se aumento do nimero de plantas PCR positivo, de 175 para 403, do ano
de 2002 para 2003, representando 81,25% dentre as 496 plantas. Em abril
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de 2003, entre as 248 plantas inoculadas, 226 (91,13%) apresentaram
PCR positivo. Esses dados demonstram que todas as variedades ou
clones apresentaram pelo menos uma planta PCR positivo, ou seja, sdo
portadoras da bactéria, podendo expressar sintomas futuramente.

Souza et al. (2000) e Gonzalez-Jaimes et al. (2002), em condigdes
de casa de vegetacdo e mediante inoculagdo da bactéria através da
técnica de borbulhdo, obtiveram resultados PCR positivo nas variedades
Doblefina, Seleta Tardia, Tua Graiuda 1, Amares, Murtera IVIA 92, Settibal,
Vanilla, Convento e nas tangerinas Rodeking SRA 431 e Natal Tightskin
SRA 481, corroborando os resultados obtidos no presente trabalho,
sob condig¢des de campo.

Pelos resultados neste experimento, pode-se concluir que as
laranjeiras azedas Beja e Sr. Pinto ¢ as laranjeiras doces Navelina [SA
315, Navelina SRA 332 e Newhall Navel SRA 343 ndo apresentaram
sintomas de CVC decorridos 27 meses da inoculagao.

Nossos agradecimentos ao Departamento de Fitossanidade e
ao Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas da FCAV/
UNESP, a Estacdo Experimental de Citricultura de Bebedouro, ao
Fundecitrus ¢ a Fapesp, que contribuiram para a realizagdo deste
trabalho.
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