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Variacgao sazonal e regional na concentracéo de Candidatus Liberibacter
asiaticus em brotos de laranjeira doce (Citrus sinensis (L..) Osbeck

Autor: Sérgio Ricardo Sanches do Nascimento
Orientador: Silvio Aparecido Lopes

Resumo

O Huanglongbing (HLB) é a doenga mais agressiva da citricultura mundial e sua constatacao
no Brasil, em 2004, trouxe muita preocupacao aos citricultores. O cinturdo citricola de S&o
Paulo e Triangulo Mineiro possui 194,4 milhdes de plantas (175,3 milhdes produtivas) que
produziram na safra de 2018/2019 285,9 milhdes de caixas da fruta. Os “dez mandamentos”
preconizados pelo Fundecitrus sdo as medidas recomendadas para o controle da doenca. Entre
estas medidas esta o controle do inseto vetor. E muito dificil prever o momento certo para a
aplicacdo do inseticida, mas para que seja eficiente, deve ser realizada quando ha fluxo de
brotacdo nas plantas. O broto é o érgdo preferido para a alimentacdo e reproducdo do inseto na
planta citrica. Saber 0 momento certo de proteger estes brotos é fundamental para se obter
sucesso no controle da doenca. O objetivo deste estudo foi avaliar variagdo sazonal na
concentracdo de Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) em brotos de plantas de laranjeira doce
em condic¢des naturais, de trés regides do estado de Sdo Paulo, e suas relagdes com varidveis
climaticas. Entre janeiro de 2017 e junho de 2018, dez plantas de laranja VValéncia, com idade
entre 8 e 9 anos, sendo uma de area irrigada e enxertada sobre citrumeleiro ‘Swingle’ e duas de
sequeiro, enxertadas sobre citrumeleiro ‘Swingle’ e outra sobre limoeiro ‘Cravo’, foram
selecionadas, e com frequéncia bimestral, um ramo sintomético foi podado e desfolhado para
emissdo de novos brotos. Cerca de quinze dias apds a poda, entre quinze e vinte brotos em
estadio V2/V3 foram selecionados em cada avaliacdo, coletados e enviados para o laboratério
do Fundecitrus. Cinco brotos por planta foram selecionados para analise de gPCR. Em cada
avaliacdo, foi determinado o titulo bacteriano de Ca.L.asiaticus em brotos infectados de cada
planta e de cada regido. Este estudo demonstrou que a exposicao das plantas a altas ou a baixas
temperaturas podem ter influéncia na concentragdo bacteriana no broto, como foi ja observado
em estudos anteriores com plantas engaioladas, em ambiente protegido ou controlado. Mas
neste estudo, o modelo matematico encontrado ndo explicou toda a variagdo nos titulos
observados, 0 que requer mais estudos.

Palavras-chave: Broto, Diaphorina citri, clima, Citrus.
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Seasonal and regional variation in the concentration of Candidatus
Liberibacter asiaticus in sweet orange (Citrus sinensis (L) Osbeck) shoots

Author: Sérgio Ricardo Sanches do Nascimento
Advisor: Silvio Aparecido Lopes

Abstract

Huanglongbing (HLB) is the most aggressive disease of citrus. It was found in Brazil in 2004,
causing apprehension among citrus growers. The citrus area of Sdo Paulo and Mineiro Triangle
contained 194,4 million trees (175,3 million bearing fruits) and produced in the 2018/2019
285,9 million boxes of fruit. The "ten commandments" advocated by Fundecitrus are concepts
that must be adopted to control the disease. Among these concepts is the control of the psyllid
vector. It is very difficult to predict the right moment of spraying insecticides. To be efficient,
it should be carried out when during flushing periods. Shoots are the preferred sites for feeding
and reproduction of the vector. Knowing the right time to protect these shoots is important to
succeed in disease control. The objective of this study was to evaluate seasonal variations in
the concentration of Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) in shoots from plants of sweet
orange growing in three regions of Sdo Paulo state, and to determine potential association of
bacterium titer and climate. Between January of 2017 and June of 2018, ten Valencia orange
plants, with ages between 8 and 9 years, one irrigated and grafted on the ‘Swingle’ citrumelo
and two non-irrigated, one grafted on ‘Swingle’ and one grafted on Rangpur lime. Every two
months, a symptomatic branch was pruned and defoliated for emission of new shoots. About
fifteen days after pruning, 15 to 20 shoots in V2 / V3 stage were selected in each evaluation,
collected and sent to the laboratory of Fundecitrus. Five shoots per plant were selected for gjPCR
analysis. In each evaluation, the bacterial titer of Ca. L. asiaticus was determined from infected
shoots of each plant and each region. Exposure to high or low temperatures may have influenced
the bacterial population in the shoot, as was seen in previous studies using caged trees, or potted
plants maintained in protected or controlled environment. But the mathematical model found
in this study did not explain all the variation in bacterium titers found in new shoots, which
requires further studies.

Keywords: Shoot, Diaphorina citri, climate, Citrus.
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1. INTRODUCAO

A laranja (Citrus sinensis (L) Osbeck) é uma das principais espécies frutiferas cultivadas
no mundo, a qual é principalmente comercializada in natura ou na forma de suco, natural ou
concentrado. No Brasil, na forma de suco natural ou concentrado, que é o principal objetivo
da producéo da fruta, destacam-se como maiores produtores o estado de Sdo Paulo (SP) e a
regido sul do Triangulo Mineiro (TM) (regiGes tambeém conhecidas como cinturdo citricola
brasileiro). Diferentemente do que ocorre na América do Norte e paises europeus como
Alemanha e Franca, o consumo de suco concentrado no Brasil € baixo. Como consequéncia, o
pais exporta a maior parte do que produz (97%), o que equivale a 76% do volume total de suco
de laranja comercializado no mundo (Neves e Trombin, 2017).

No Brasil, a maior producdo citricola esta localizada em SP e TM. Na safra 2018/2019,
as areas ocupadas com variedades de laranja foram de 376,85 e 27,72 mil hectares em SP e TM,
respectivamente, totalizando 194,4 milhdes de plantas (175,3 milhdes produtivas), que
produziram 285,9 milhdes de caixas da fruta. Este volume equivale a 95,5% de toda a laranja
produzida no pais (Fundo de Defesa da Citricultura, 2018a; Agrianual, 2018). Na mesma safra,
a producdo do Estado da Flérida, Estados Unidos da América, foi de apenas 45 milhGes de
caixas (United States Department of Agriculture, 2018), o que representa reducéo de 268% em
relacdo a média historica registrada naquele estado norte americano, na ultima década. Maior
adensamento e emprego de técnicas mais adequadas de cultivo séo as principais causas do
aumento na produtividade no Brasil. Por outro lado, a frequente ocorréncia de furac6es seguidos
de estresses abidticos (frio ou seca), além do réapido crescimento na incidéncia do
huanglongbing (HLB), séo as principais causas da dramatica queda na produtividade na Florida.

O HLB é uma doenca bacteriana sistémica, sem cura, que afeta todas as variedades de
citros, com seu agente causal mais frequente Candidatus Liberibacter asiaticus (Las)
transmitido pelo psilideo asiatico dos citros (Diaphorina citri Kuwayama, Hemiptera:Liviidae)
(Bové, 2006). A doenca, que ocorre nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Parand, altamente
destrutiva e de rapida disseminagdo em decorréncia do alto poder reprodutivo do inseto vetor.
Quando a infeccdo inicial ocorre em plantas ainda jovens (<3 anos), ndo produtivas,
dependendo do nivel de infeccdo, nem chegam a produzir. Quando a infeccdo inicial acontece
em plantas adultas, a producdo declina gradualmente a medida em que os sintomas avangam na
copa das plantas. Ainda ha de se considerar que o suco dos frutos de plantas doentes (que ndo

caem prematuramente) € mais acido e de qualidade muito inferior ao suco de frutos sadios



(Fundo Defesa da Citricultura, 2017a). O HLB tem causado muitos danos, principalmente em
pequenas propriedades localizadas nas regides centro sul de SP (Maschio, 2011). Estima-se que
7,7 milhdes de caixas de laranja deixaram de ser produzidas em todo o parque citricola na safra
2018/2019 em consequéncia da taxa de queda por HLB (Fundo Defesa da Citricultura, 2018b).
A contencdo da disseminacdo do HLB requer rigorosa adocdo de medidas preventivas como
aplicacdes frequentes de inseticidas e eliminacdo de plantas doentes (YYamamoto et al, 2014).
Essas medidas deveriam ser adotadas de forma rigorosa e em nivel regional (Bassanezi et al,
2009). Como, por diversas razdes, isto ndo tem acontecido, a incidéncia da doenca aumentou
de 0,6% em 2008 para 18,1% em 2018 (Fundo de Defesa da Citricultura, 2018c). Este aumento
ndo foi uniforme, sendo mais lento no norte e noroeste do cinturdo citricola, que séo regides de
temperaturas mais elevadas e de maior déficit hidrico que as demais, sugerindo que a variacdo
do clima pode afetar a disseminacédo da bactéria.

Para que ocorra a disseminacao do HLB é preciso que o inseto vetor se alimente da seiva
do floema de plantas doentes (onde vive a bactéria do HLB e de onde ela é adquirida), e
posteriormente em plantas sadias (quando ela é inoculada). Sabe-se que o0 inseto evita
alimentar-se de tecidos mais fibrosos ou lenhosos, como folhas e ramos maduros, preferindo os
brotos que séo tenros e ricos em nutrientes (Setamou et al., 2016; Cifuentes-Arenas et al., 2018).
Além disso, maiores taxas de aquisicdo e inoculacdo de Ca. Liberibacter asiaticus foram
observadas quando psilideos se alimentaram de plantas de citros que apresentavam brotacGes
(Hall et al., 2016; Setamou et al, 2016). Portanto, embora a planta citrica seja altamente
suscetivel, a vulnerabilidade a infeccBes € maior nos periodos de fluxos vegetativos, que, por
sua vez, é o periodo de maior densidade populacional do inseto vetor nos pomares (Yamamoto
etal., 2001; Beloti et.al., 2013). Por apresentar maior eficiéncia de inoculacdo da bactéria ao se
alimentar de plantas com brotagfes (Hall et al., 2016), mais importante do que conhecer a
densidade populacional do psilideo, é determinar a populagdo de psilideos portadores da
bactéria do HLB que, por sua vez, vai depender tanto do numero de brotos nas plantas doentes,
como da concentragdo da bactéria nos brotos (Lopes et al., 2013; Lopes et al., 2017).
Interessante notar que todos os componentes envolvidos na disseminacdo do HLB, ou seja,
broto, inseto vetor e bactéria, tém seus ciclos de vida altamente influenciados pelo clima. Desta
forma, espera-se que o clima tenha algum impacto nas menores taxas de disseminacgéo do HLB,
observadas nas regides norte e noroeste de SP.

De fato, estudo recente conduzido com plantas de citros adultas protegidas, mostrou
que na regido norte a concentracdo de Ca. L. asiaticus e 0 nimero de brotos com a bactéria sdo

menores que na regido central do parque citricola (Lopes et al., 2017). Contudo, mesmo na



regido central houve épocas do ano em que a concentracao da bactéria foi baixa, em particular
no verdo, quando sdo registradas as temperaturas mais elevadas. A menor concentracdo da
bactéria no verdo resultou em menor taxa de aquisi¢do e transmissdo do patdgeno pelo inseto
vetor.

Com base nos resultados obtidos por Lopes et al. (2017), a frequéncia de aplicacGes de
inseticidas usadas no controle do vetor, poderia ser aumentada nos periodos de temperaturas
mais amenas e reduzidas no verao. Porém, por falta de resultados mais consistentes, considerou-
se temeraria tal recomendacdo. Isto porque o estudo mencionado, embora realizado por mais
de trés anos seguidos, foi conduzido em somente duas regides do parque citricola e
empregando-se plantas adultas protegidas por ‘gaiolas’ revestidas de tela anti-afidicas. A gaiola
foi usada para evitar que no periodo de estudo as plantas fossem visitadas por psilideos,
servindo de fontes de indculo para as plantas sadias. O seu uso também alterou 0 ambiente ao
qual as plantas foram expostas, pois dentro delas tanto a temperatura como a umidade do ar
foram alteradas em relacdo ao ambiente externo. A temperatura, por exemplo, foi mais alta, néo
refletindo totalmente as condi¢des naturais de cultivo (Lopes et al., 2017).

Nos ultimos anos, o consideravel aumento da incidéncia do HLB levou diversos
produtores a deixarem de eliminar plantas doentes. Esta situacdo permitiu que o estudo da
dindmica da concentracdo bacteriana em brotos pudesse ser refeito, em condic¢des naturais e em
diferentes regides do parque citricola. Assim, visando trazer informacfes de cunho aplicado
gue pudessem ajudar a aprimorar o controle do inseto vetor e, consequentemente, da doenca, o
presente trabalho teve como objetivos avaliar em plantas em ambientes naturais, de diferentes
regides climaticas, a concentracdo de Ca. L. asiaticus nos brotos de plantas com HLB e suas

possiveis relaces com fatores climaticos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Huanglongbing (HLB)

O Huanglongbing (HLB) é uma doenca associada a bactérias que colonizam 0s vasos
do floema de plantas de citros (Teixeira et al, 2008). Ha trés espécies de bactérias, todas Gram
negativas e pertencentes ao grupo das alfa-proteobactérias (Garnier et al, 1984; Jagoueix et al,
1994). S&o elas: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Las), ‘Candidatus Liberibacter
americanus’ (Lam) e ‘Candidatus Liberibacter africanus’ (Laf) (Teixeira et al, 2005; Bov¢ et
al., 2008). No Brasil, ocorre Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus, mas ndo ocorre Ca. L.
africanus, e nem seu inseto vetor, Trioza erytreae (Del Guercio). Ca. L. asiaticus foi a primeira
bactéria a ser detectada no continente americano, em 2004, no municipio de Araraquara
(Coletta-Filho et al.,2004), e no mesmo ano Ca. L. americanus (Teixeira et al., 2005). Logo que
foram detectadas, Ca. L. americanus era a espécie predominante, estando presente em mais de
99% das plantas com HLB. No entanto, a partir de 2008, houve inversdo na frequéncia de
ocorréncia das bactérias, muito provavelmente pela menor concentracdo de Ca. L. americanus
nas plantas e por sua maior sensibilidade as altas temperaturas, quando comparado a Ca. L.
asiaticus, desfavorecendo sua disseminacao pelo inseto vetor (Lopes & Frare, 2008).

Os sintomas iniciais de HLB caracterizam-se por um ou mais ramos com folhas
amareladas, em poucas plantas do pomar. Os ramos sintomaticos vdo perdendo a coloracdo
verde, tornando-se amareladas, sem delimitacdo entre o verde e o amarelo (mosqueado), e foi
observado em todos os locais, independente do agente causal (Bové, 2006). Num estagio mais
avancado, as plantas mostram também deficiéncia de zinco e manganés nas folhas jovens, e de
nitrogénio e boro nas folhas velhas. A nervura central e secundarias tambem se tornam salientes
e corticosas. Plantas infectadas podem florescer mais cedo e com maior intensidade do que
plantas sadias. A producdo é drasticamente reduzida e os frutos produzidos sdo deformados,
exibem coloracdo desuniforme, amadurecem mais cedo e caem precocemente. O enraizamento
é comprometido e a desfolha torna-se severa. Plantas jovens com menos de sete anos tém sua
producdo comprometida em menos de dois anos apds a infeccdo inicial. Quando a infec¢do
ocorre em mudas, estas nem chegam a produzir. Plantas mais velhas (acima de sete anos) tém
sua produgdo comprometida a partir do segundo ano ap6s a deteccdo dos primeiros sintomas
(Hsiang, 1956). Estudo conduzido no Estado de Sdo Paulo mostrou que a queda na producao é

diretamente proporcional a severidade dos sintomas (Bassanezi et al, 2011). Além disso, frutos



doentes remanescentes em plantas afetadas apresentam baixa qualidade e menor peso, tamanho,
teor de brix, ‘ratio’ e sélidos soluveis, e maior teor de acidez (Bassanezzi et al, 2009).

2.2 Disseminacéo do HLB

O inseto responsével pela transmissdo de Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus é o
psilideo asiatico dos citros Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (Yamamoto et
al, 2006). Apesar da doenca ter sido identificada somente em 2004 nos pomares paulistas, 0
psilideo esta presente no Brasil desde o ano de 1942, quando foi detectado pela primeira vez no
Rio de Janeiro (Costa Lima, 1942). Até 2004, o psilideo era considerado uma praga secundaria,
com medidas de controle adotadas apenas quando este ocorria em altas populagdes, condi¢ao
gue pode levar a um atraso no desenvolvimento da planta, resultante do enrolamento de folhas,
engruvinhamento das brotacdes e morte da gema apical (Gallo et al., 2002). Com a confirmacéo
da presenca do HLB em nosso meio, o psilideo assumiu o status de praga chave e alvo de
intenso controle.

A reproducdo de D. citri ocorre preferencialmente durante os fluxos vegetativos, sendo
0s ovos colocados exclusivamente nos brotos, quando os foliolos ainda estdo fechados (Hall et
al., 2013, Cifuentes-Arenas, 2018). As fémeas colocam de 200 a 800 ovos, com a taxa de
viabilidade podendo variar de 54% a 94%, de acordo com o hospedeiro (Parra et al., 2010). A
murta de cheiro [(Murraya paniculata (L) Jack (Sapindales:Rutaceae)] e o limoeiro ‘Cravo’
[Citrus limonia Osbeck (Sapindales:Rutaceae)] sdo considerados hospedeiros mais adequados
para reproducdo do que a tangerina Sunki [Citrus reticulata Blanco (Sapindales:Rutaceae)]
(Nava, et al., 2007). Os ovos séo de coloragdo amarela, de formato alongado, com cerca de 0,3
mm de comprimento. O periodo de incubacdo varia de 3 a 10 dias dependendo das condi¢fes
ambientais (Yamamoto, 2008). As ninfas passam por cinco estadios de desenvolvimento, que
duram aproximadamente 40 dias a 18°C, e aproximadamente 11 dias a 30°C (Navaet.al., 2007).
Os adultos medem cerca de 2 a 3 milimetros de comprimento, tém coloragdo cinza com
manchas escuras nas asas, e vivem até 120 dias. Apesar de presente no periodo seco e frio
(outono/inverno), a populacdo é baixa nestas épocas, e 0os adultos somente se alimentam a
espera de brotacdes para iniciar a reproducdo (Yamamoto, 2008). Os picos populacionais
ocorrem no final da primavera e inicio do verdo (Yamamoto et al., 2001). Os adultos podem
dispersar-se a curtas (<200m) e longas (> 2 km) disténcias (Boina et.al., 2009; Lewis-
Rosenblum et.al., 2015; Tomaseto et.al., 2016), favorecido por ventos, disseminando a bactéria
dentro e entre pomares (Gottwald et al, 2007).



Tanto ninfas como adultos podem adquirir e transmitir a bactéria, mas a maior eficiéncia
de aquisicdo se da pelas ninfas a partir do 3° instar (Inoue et al., 2009). Quando a aquisi¢do
ocorre na fase ninfal, o adulto proveniente desta ninfa ira transmitir a bactéria com maior
eficiéncia do que se a aquisicdo tivesse ocorrida somente na fase adulta. Apos a aquisicéo, a
bactéria necessita de um periodo médio de laténcia entre 17 e 18 dias no corpo do inseto antes
de tornar-se apta a infectar plantas sadias (Canale et al., 2017). Sabe-se que apenas 30 minutos
de alimentacdo de um adulto sadio em uma planta infectada é suficiente para que haja a
aquisicdo (Rogers e Stansly, 2012) e, apds o periodo de laténcia, somente 15 minutos de
alimentacdo para transmitir a bactéria. Com uma hora de alimentacéo, a taxa de transmissdo
pode chegar a 100% (Cappor et al. 1974; Mead & Fasulo, 2011). Transmiss&o transovariana foi
detectada, onde somente 2 a 6% dos ovos da fémea que se alimentou em plantas doentes podem
resultar em individuos infectivos (Pels-Stelinski et al., 2010).

A aquisicdo da bactéria depende, além da idade do inseto, da concentracdo da bactéria
no broto, e esta por sua vez depende da temperatura. Lopes et al. (2013) mostraram que sob
altas temperaturas (acima de 30°C diaria nos ultimos 15 dias) Ca. L. asiaticus atinge menores

titulos nos brotos, o que reflete em menores taxas de aquisicao.

2.3 Histdrico do HLB no Brasil

O HLB foi relatado pela primeira vez no Brasil em 2004, no estado de S&o Paulo, no
municipio de Araraquara (Coleta Filho et al., 2004). No ano de 2005, foi relatado em Minas
Gerais (Castro et al.,2010), e em 2007 no estado do Parana (Nunes, 2007). Desde a constatacao
do HLB no estado de S&o Paulo o Fundecitrus tem realizado levantamentos amostrais
periddicos em todo o cinturdo citricola (SP e MG), que revelaram a progressdo na incidéncia
de talhdes e de plantas com a doenga. A taxa de progresso da doenga ndo tem sido uniforme em
todas as regides. De 2008 a 2018, a incidéncia de plantas doentes subiu de 0,01% para 2,95%
no Noroeste, de 0,04% para 5,21% no Norte, de 0,06% para 8,20% no Sudoeste, de 1,20% para
31,59% no Centro, e de 0,63% para 30,67% no Sul (Figura 1). Em Minas Gerais, a doenca
também foi relatada em outras regides, além do Triangulo Mineiro, regido mineira incluida nos
levantamentos do Fundecitrus. No Parana, o Norte e Noroeste sdo as regides mais afetadas, e
ja foram erradicados mais de 1,8 milhdes de plantas (Amorim, 2016). Em S&o Paulo foram
eliminadas mais de 46 milhdes plantas até o primeiro semestre de 2018 (Coordenaria de Defesa
Agropecuaria do Estado de S&o Paulo, 2018). Este nimero se baseia em dados enviados a CDA

pelos proprios citricultores.
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Figura 1. Incidéncia (%) de plantas com HLB no estado de Sdo Paulo e Triangulo Mineiro (regido NO)
no ano de 2018. Fonte: (Fundo de Defesa da Citricultura, 2018c¢)

2.4 Evolucdo do manejo

Desconhecimento sobre a gravidade da doenca e a complexidade na identificacdo dos
sintomas, principalmente devido a semelhanca com aqueles que caracterizam deficiéncias
nutricionais e fatores abioticos, como frio, fizeram com que muitos produtores relutassem em
seguir o que vinha sendo recomendado, que era erradicacdo de plantas doentes e pulverizactes
com inseticidas para controle de D. citri. Deste modo, a partir de 2004, esses fatores
contribuiram para a disseminacdo da doenca. No entanto, com o desenvolvimento de teste
laboratorial para correta diagnose foi possivel treinar pessoas, e avaliar a real incidéncia da
doenca em todas as regides do cinturdo citricola (Wulff et al., 2006).

No ano de 2005, o Fundecitrus passou a recomendar o tripé de medidas para 0 manejo
da doenca que consiste em eliminar plantas sintomaticas, utilizar mudas sadias e controlar o
vetor (Belasque Junior et al, 2009). E preciso eliminar plantas sintomaticas porque ndo ha
métodos curativos para a doenga. Tentativas de cura foram realizadas através de inje¢do de
antibioticos (Bové, 2006), poda de ramos sintomaticos (Lopes et al., 2007) e termoterapia
(Lopes et al., 2013), mas nenhuma funcionou adequadamente. Para o coreto manejo, a primeira

medida a ser adotada é o plantio de mudas sadias. Desde 2003, no estado de Sdo Paulo, toda



muda comercializada deve ser proveniente de viveiros protegidos por telas anti-afidicas (que
também evitam a entrada do psilideo), cadastrados e fiscalizados pela Coordenaria de Defesa
Agropecuéria (Sao Paulo, 2003). O controle do inseto vetor deve ser iniciado antes da saida da
muda do viveiro para o campo, com aplicacdo de inseticidas sistémicos feitas de 7 a 10 dias
antes, e apos o plantio, aplicacdes via tronco e ‘drench’, até a planta completar trés anos,
intercalando as pulverizagdes de sistémicos com pulverizagdes foliares de inseticidas de contato
(Ulian, 2016). Em plantas acima de 3 anos, recomenda-se a aplicacdo apenas de inseticidas de
contato, com intervalo de aplicacdo de 7 a 30 dias, rotacionando principios ativos e modos de
acao dos inseticidas (Yamamoto & Miranda, 2009).

Ainda em 2005 foi criado pelo Fundecitrus uma equipe de agronomos denominada
“Equipe de Conscientiza¢do contra o HLB”, para dar suporte aos produtores. O processo de
conscientizacao era feito por meio de visitas técnicas, palestras, treinamentos de equipes de
inspecdo nas propriedades, auxiliando-os no combate a doenca. Isto foi necessério porque com
a criacdo da Instrucdo Normativa (I.N.) n° 10, de marco de 2005 (Brasil, 2005), todos
produtores eram obrigados a inspecionar e eliminar todas as plantas sintomaticas, com a
fiscalizacdo de responsabilidade do Fundecitrus e Coordenadoria de Defesa Agropecuaria do
Estado de S&o Paulo (CDA).

No inicio, houve muita resisténcia do produtor em eliminar plantas doentes,
principalmente quando havia melhora no preco da fruta. Os produtores também procuravam
controlar a doenca de forma incorreta, através de podas, uso de coquetéis nutritivos ou
pulverizacdes de inseticidas em dose e frequéncia insuficientes para o controle do inseto vetor.
Em setembro de 2006, entra em vigor a I.N. n° 32 (Brasil, 2006), que revoga a I.N. n° 10,
obrigando o produtor a inspecionar seus pomares a cada trés meses. Em outubro de 2008, entra
em vigor a I.N. n°® 53 (Brasil, 2008), revogando a I.N. n°® 32, que obriga os produtores a realizar
as inspecdes trimestrais e entregar dois relatérios anuais, um em cada semestre (até 15 de julho
e até 15 de janeiro), assim como erradicar as plantas sintomaticas. Em 2010, o Fundecitrus
deixou de fazer as inspecOes de fiscalizagdo, ficando assim o produtor com toda a
responsabilidade das inspegdes/erradicagdes, sob fiscalizacdo direta do Estado, via CDA.

Entre 2010/2011, a citricultura passou por um momento econémico dificil, quando o
citricultor ndo conseguia vender a safra ou, quando conseguia, por um valor muito abaixo do
custo de producdo. Isto levou muitos citricultores a desistirem do negocio, ou abandonar seus
pomares (Fagundes et al., 2015). O ndo cumprimento da lei, aliado ao controle deficiente de D.
citri fez com que o HLB continuasse a progredir. Os proprietarios que ainda lutavam para se

manter no negocio ndo estavam conseguindo diminuir a incidéncia da doenca, apesar de todos



os esforgos. Em 2013, Bassanezi et al. demonstram que em &rea experimental onde as medidas
de controle do HLB ocorriam em grandes extensdes no seu entorno, o aumento da incidéncia
era muito menor do que em area sem qualquer medida de controle ou onde as medidas eram
apenas em nivel local (somente nas parcelas experimentais). Dai surgiu o conceito de manejo
regional, Unico apto a conter 0 avanco da doenca.

Em 2014, foram estabelecidos os “10 mandamentos” para o manejo do HLB, que
envolvem a antecipacdo da producdo, planejamento do plantio, renovacdo de pomares,
implantacdo de pomares mais adensados nos primeiros 50 a 100 metros na borda e com as linhas
de plantio do talh&o das bordas da propriedade feitas paralelas aos carreadores para facilitar a
pulverizacdo, inspecdo e monitoramento da populacéo do psilideo, rigor nas bordas quanto ao
controle do vetor, ser parceiro do vizinho e participar do manejo regional estabelecido pelo
sistema de Alerta Fitossanitario, instituido pelo Fundecitrus em 2013. O Alerta Fitossanitario
baseia-se na quantidade de psilideos encontrados em armadilhas amarelas localizados nas
bordaduras dos talhdes das propriedades e quintais, permite identificar o0 momento e local de
entrada do inseto na propriedade (Miranda et al., 2011). As armadilhas sdo inspecionadas
quinzenalmente, e havendo a constatacdo da tendéncia de aumento populacional do inseto, um
alerta é disparado para toda regido para que as medidas de controle sejam adotadas em conjunto
por um maior nimero possivel de produtores. O Alerta Fitossanitario cobre atualmente 12
regides do estado de Sdo Paulo e Triangulo Mineiro, totalizando mais de 60% do cinturdo
citricola, além do noroeste do estado do Parana, onde se concentra a citricultura daquele estado
(Fundo de Defesa da Citricultura, 2017b, 2018d).

Apesar de todos os esforcos e conhecimentos adquiridos em acgdes de controle, a doenca
continua a evoluir. Em 2018, a incidéncia de arvores doentes chegou a 18,1%, levando o
Fundecitrus a criar neste mesmo ano, um novo plano de acdo denominado de SICEG (Sistema
Integrado de Controle e Erradicagdo de Greening). Este sistema esta focado em auxiliar o
produtor na identificacdo e eliminacdo de plantas citricas e de murtas em areas externas (areas
abandonadas, quintais, chacaras, pastos, matas), que sdo locais com alta possibilidade de se
tornarem fonte de multiplicacdo tanto do inseto vetor quanto das bactérias associadas ao HLB.
Segundo Sassi (2016), 71% dos insetos da regido de Santa Cruz do Rio Pardo, 68% da regido
de Avaré, 66% da regido de Araraquara e 56% da regido de Bebedouro sdo portadores de
Liberibacter, os quais possivelmente adquiriram este fitopatdgeno em plantas de areas externas
a de producdo comercial. De setembro de 2017 a maio de 2018, ja foram eliminadas mais de

300.000 plantas em areas externas aos pomares em todo estado de Sdo Paulo, o que levou o
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Fundecitrus a aumentar a equipe e intensificar o trabalho, com projegdo de eliminagéo de 1,2

milhdes de plantas num prazo de trés anos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracteristicas dos locais e material de estudo

O estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2017 a junho de 2018, em propriedades
comerciais de trés municipios das regides centro e norte do estado de S&o Paulo. Os pomares
eram constituidos pela variedade de laranja Valéncia e dois porta enxertos. Na regido norte, a
propriedade estava localizada em Altair e na regido centro em Analandia e em Guaimbé. Em
Altair o porta-enxerto foi o citrumeleiro ‘Swingle’ [Citrus paradisi Macf. X Poncirus trifoliata
(L.) Raf.], as plantas tinham oito anos e o talh&o ndo era irrigado. Em Analandia, o porta-enxerto
foi o citrumeleiro ‘Swingle’, as plantas tinham nove anos de idade e o talhdo era irrigado. Em
Guaimbé o porta-enxerto foi o limoeiro Cravo (Citrus limonia L. Osbeck), as plantas tinham
oito anos e o talhdo ndo era irrigado (Tabela 1). Em todos os locais procurou-se selecionar

plantas com sintomas que ocupavam de 75 a 100 % da copa (Figura 2).

Tabela 1. Variedade, porta enxerto (PE), idade (anos), irrigagdo e coordenadas geogréaficas das
localidades estudadas.

Local Variedade/P.E  ldade (anos) Irrigacéo Latitude Longitude
Altair ~ Valéncia/Swingle 8 nao 20° 33' 15.85"S  49° 08'09.81"0O

Guaimbé  Valéncia/Cravo 8 néo 21°46'54.47"S  49° 48'59.71"0
Analdndia Valéncia/Swingle 9 sim 21°58'51.77"S  47° 42'36.77"0O
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Figura 2. Planta sintomatica com HLB, de laranja Valéncia enxertada sobre limoeiro Cravo com oito
anos de idade na propriedade de Guaimbé, regido centro do estado de Sdo Paulo utilizada no
presente estudo.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as caracteristicas edafoclimaticas das regides selecionadas
e a Figura 3 indica a localizacdo geografica das propriedades. Os tratos culturais, adubacdes,

pulverizacdes de inseticidas e herbicidas, foram os adotados pelos produtores locais.

Tabela 2. Médias de temperatura (°C) e de chuva acumulada (mm) para o quinquénio 2013-2017,
localizagdo no estado de S&o Paulo e caracteristicas edafoclimaticas das propriedades
utilizadas neste estudo.

. .. Altitude . Setembro a abril® Maio a agosto®
Regido Municipio Climal  Solo?
(ma.n.m) Temperatura Chuva  Temperatura Chuva
Norte Altair 506 Aw LV 17,7e30,4 1.329 143e28,4 155
Centro-oeste Guaimbé 419 Cfa  AVA 19,3e30,8 1.041 14,6 e 26,7 212
Centro-leste  Analandia 591 Cwa LVA 16,7e28,4  1.137 13,0 e 25,7 247

L Aw — tropical, Cfa — temperado quente, Cwa — temperado; 2 LVA- Latossolo Vermelho Amarelo, AVA —
Argissolo Vermelho Amarelo, LV — Latossolo Vermelho; ® Fonte: SOMAR.
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A - Clima tropical
@ A - homido
@D Am - mongdnico
@ Aw - com estag3o seca de Inverno
D As - comestagho seca do verdo
C - Clima subtropical hiimedo

Cf - cima 0cednico sem es13¢30 seca
D Cfa-com ver3o guente
D Cfb - com verdo lemperado

Cw - com invemno seco
(D Cwa - e verdo quente
@D Cwb - 0 verdo temperado 0 75 150 300 km

@D Cwe - ¢ verlo cuno o fresco } + t +

Figura 3. Localizacdo das propriedades usadas neste estudo, identificadas sobre mapa indicando
diferentes tipos climaticos, de acordo com a classificacdo de Koppen- Geiger. Fonte: Alvares
et al., 2013.

De acordo com a classificacdo Koppen-Geiger (Alvares et al.,2013), Altair é do tipo
Aw, que corresponde ao tropical com inverno seco, que apresenta como caracteristica estacdo
chuvosa no verdo, sendo o més de julho o mais seco. Nesta regido, a precipitagdo acumulada
ultrapassa os 750 mm anuais, podendo chegar a 1.800 mm. A temperatura média no més mais
frio é acima de 18°C. A regido centro, onde esta localizada a propriedade de Guaimbé o clima
é do tipo Cfa, que corresponde ao temperado ou temperado quente e Umido, ocorréncia de
precipitacdes todo ano e sem estacao seca definida, com pluviosidade média de 1.200 mm/ano.
O clima na regido onde esta localizada a propriedade de Analandia é do tipo Cwa, que
corresponde ao temperado, com temperaturas médias nos meses mais frios entre -3° e 18°C,
com verdes e invernos bem definidos e pluviosidade média de 1.300 mm/ano. No periodo de
estudo, foram registradas temperatura e umidade do ar de hora em hora por meio de registrador
eletronico (Log Box, Novus, Porto Alegre). Os registradores foram instalados em caixas de

madeira de 35 x 30 x 35 cm mantidos a 1,5 metros da superficie do solo, enquanto as chuvas
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registradas por meio de pluvidometros de cunha de poliestireno cristal, com capacidade de 130
mm e &rea de captacdo de 15 cm?, instaladas nas sedes das propriedades.

3.2 AvaliacOes

3.2.1 Campo

Em cada propriedade foram selecionadas dez plantas com presenca de folhas
mosqueadas. A cada dois meses, no periodo entre janeiro de 2017 a junho de 2018, um ramo
sintomético de cada planta, que equivale de 15 a 20% da copa, era desfolhado e podado em sua
extremidade, com o intuito de forcar a emissdo de brotos fora do fluxo vegetativo normal, que
geralmente ocorre de trés a cinco vezes ao ano (Spiegel-Roy & Goldschimidt, 1996). Ao
término da poda, este ramo foi marcado com fita plastica, apenas para identificar o local podado
(Figura 4).

Antes de todas as podas, foram coletadas amostras de folhas para confirmacdo da
presenca da bactéria através de analise de RT-gPCR (Real Time — quantitative Polymerase

Chain Reaction).

Figura 4. Ramos desfolhados e podados para indugdo de brotos em uma planta sintomatica da variedade
Valéncia enxertada sobre limoeiro Cravo com oito anos de idade na propriedade de Guaimbé,
regido central do estado de S&o Paulo.



15

Cerca de 15 dias ap6s a poda, quando os brotos haviam atingido estadios V2-V3 (Figura
5), segundo escala elaborada por Cifuentes-Arenas et al. 2018 (Figura 6), foram coletados entre
15 e 20 brotos, colocados em sacos plasticos e acondicionados dentro de caixa térmica e

enviados ao laboratério para quantificacdo bacteriana.

Figura 5. Brotos utilizados na quantificacdo bacteriana, estddio V2/V3 de planta de laranja Valéncia
com oito anos de idade em propriedade localizada no municipio de Guaimbé.
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(apical meristem detail)

Figura 6. Escala de desenvolvimento de brotos em plantas de citros, utilizados na determinacgdo dos

estadios fenoldgicos, sendo V1 entumescimento da gema, V2 inicio da elongagdo do ramo,

V3 expansao folha e fluxo vegetativo, V4 abertura e definicdo do nimero de folhas, V5 folha
totalmente expandida, V6 folha madura (copiado de Cifuentes-Arenas et al., 2018).

No laboratorio, foram selecionados cinco brotos por repeticdo (planta), identificados e

submetidos a extracdo de DNA (Teixeira et al., 2005) e analisados por qPCR (L.i et al. 2006).

3.2.2 PCR quantitativo em tempo real (RT — qPCR)

A quantifica¢do da bactéria no broto foi baseada no valor de Ct, ou “Cycle Threshold”
(ciclo limite), que é determinado pelo nimero de ciclos maximo necessario para se ter um valor
minimo de fluorescéncia aceitdvel como positivo. Ct acima de 34,0 foram considerados
negativos para a presenca da bactéria na amostra. Os valores de Ct foram transformados no
logaritmo base 10 (log) do numero de células bacterianas, empregando-se a formula y= -
0,2998Cqg + 11,042, R2=0,9981 (Lopes et al., 2013), onde y é o log do nimero de células
bacterianas e Cq € a quantificacdo da bactéria no broto (Ct).

Apols a estimativa do valor do log, foi calculado a média de log de cada planta

(repeticdo), e em seguida a média das dez plantas, para cada local e data de avaliag&o.



17

3.2.3 Analise de dados

Os dados de titulo bacteriano (log de Ca. L. asiaticus (Las) g* de tecido) foram
submetidos a uma andlise de variancia de dois fatores, sendo um deles a data de amostragem e
o outro o local. Na Gltima data de avalia¢do (junho 2018) as plantas podadas em Guaimbé nao
emitiram brotos e para poder incluir a analise da interacdo data*local, a analise de variancia
fatorial incluiu somente 9 datas (janeiro de 2017 até abril 2018). Quando o teste F indicou
significancia (p < 0,05), as médias foram separadas por meio de Teste Tukey. No caso de junho
de 2018, foi realizada uma comparacgdo dos logs médios do Ct de Analandia e Altair por meio
de teste t. Para estudar a influéncia do clima na variacdo sazonal do titulo de Ca. L. asiaticus
em brotos, foi realizada analise de regressdo multipla, cuja forma geral é
y=Lo+ B X1+ HhXo+... + Xk, onde y é a varidvel dependente (log de Ca. L.asiaticus (Las) g de
tecido), k € o numero de variaveis X e B sdo os coeficientes do modelo. As varidveis
independentes incluiram os valores médios das temperaturas maximas, minimas e médias, além
da somatdria de horas abaixo de 15°C e acima de 30 e 35°, assim como da quantidade de chuva
aos 7, 15 e 30 dias anteriores a data da coleta de brotos. A selecéo final foi feita por meio de

‘stepwise forward’.
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4. RESULTADOS

Houve grande variacdo climatica dentro e entre regides, o que influenciou nao s6 na
brotagdo como também na concentragdo de Ca. L. asiaticus. Os meses de outubro e dezembro
de 2017 foram os mais quentes em todos os locais. Os meses de junho de 2017 e 2018 foram
os mais frios (Figura 7). A intensidade de calor e frio ndo foram iguais entre os locais, sendo
Analandia o local onde ocorreram as menores médias de minima e maxima, Altair e Guaimbé
foi onde ocorreram as maiores médias de minima e maxima (Tabela 3). A divisdo realizada na
Tabela 2 foi observando-se os periodos mais chuvosos e mais secos do ano. O acumulado de
chuvas também néo foi igual entre as regiGes. De maio a agosto de 2017 foi registrado o maior
volume em Guaimbé, e 0 menor em Altair. Entre setembro de 2017 e abril de 2018, Analandia
foi onde o volume foi maior, e Guaimbé o menor, no mesmo periodo. O local onde o volume
de chuva foi maior, no periodo estudado, foi Analandia (2.120 mm), e o menor em Altair (1.759

mm).

Tabela 3. Médias de temperatura (°C) e de chuva acumulada (mm) para o periodo entre janeiro de
2017 a junho de 2018, separados por épocas mais frias (maio a agosto) e épocas mais
guentes (janeiro a abril).

Municipio Jan/17 a Abr/17 Mai/17 a Ago/17 Set/17 a Abr/18 Mai/18 a Jun/18
Temp™. Chuva? Temp.  Chuva Temp. Chuva Temp.  Chuva
Altair 20,0-33,6 542 13,3-30,5 97 19,6-34,4 1.120 14,3-314 0
Guaimbé 21,9-30,7 610 15,3-25,6 238 19,3-34,7 990 14,4-29,4 19
Analéndia 18,0-30,6 672 13,0-26,6 157 17,3-31,1 1.279 14,2-27,9 12

1 Médias temperaturas minimas e maximas em °C; 2 Chuva em milimetros (mm)

Nem todas as plantas selecionadas produziram brotos em todas as épocas avaliadas.
Houve periodos em que as brotacGes ocorreram em menor intensidade ou nem ocorreram
(Tabela 4). Nota-se que no periodo de janeiro a agosto de 2017, o numero de plantas que
brotaram foi uniforme em todas as localidades. No municipio de Altair houve a maior
uniformidade no nimero de plantas que brotaram. O més de junho de 2018 foi 0 més onde
ocorreram 0s menores nimeros e maior desuniformidade nas trés regides (Tabela 4).

A concentragdo de Ca. L. asiaticus (log) no broto também foi desuniforme e variou em
determinados periodos do ano, assim como também influenciada significativamente pelo local
(p < 0,0001) e a data de avaliacdo ( p <0,0001). A interacdo data*local foi significativa (p =
0,0003), indicando variacao do titulo bacteriano, dependendo do local ou a data. Desdobrando

a interacdo, percebe-se que, no geral, os titulos de Ca. L. asiaticus foram maiores em Analandia,
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porém em agosto de 2017 foi maior em Altair e, em outubro de 2017 maior em Guaimbé. Em
abril de 2018, os titulos de Ca. L. asiaticus foram iguais em todos os locais (Tabela 3).
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Figura 7. Temperaturas maximas, minimas, precipitacdo acumulada e concentracdo de Ca. L. asiaticus
(log médio Las) no broto em Altair (A e B), Guaimbé (C e D) e Analandia (E e F). Os dados
climéticos sdo os que ocorreram entre a Ultima e a penultima avaliacéo.
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Tabela 4. Variagdo sazonal na populacdo de Candidatus Liberibacter asiaticus (log Las g- tecido) e
plantas amostradas que produziram brotos V2/V3 em laranja Valéncia com sintomas de
huanglongbing, cultivadas em trés propriedades localizadas nas regies norte, centro oeste
e centro leste do estado S&o Paulo, no periodo de janeiro de 2017 a junho de 2018.

. Altair? Guaimbé? Analandia*? teste
Més valor p
n log+EP n log+EP n log+EP Fout
Janeiro/17 10 1,5+0,5abB 10 1,9+0,4ab B 10 3,6£0,3a A 7,99 0,0019
Fevereiro/17 10 2,2+0,4ab A 10 2,0+0,4ab A 10 3,0#0,2ab A 2,38 0,1121
Abril/17 10 1,740,4ab A 10 2,2+0,4ab A 10 3,0£0,3ab A 2,93 0,0707
Junho/17 10 1,9+05ab A 9 25+0,3a A 10 3,0#0,2ab A 1,91 0,1684
Agosto/17 10 2,7¢04a A 10 0,8£0,2b B 10 1,3t0,3c B 11,78 0,0002
Outubro/17 10 0,6£0,3b A 3 1,8+0,3ab A 6 15+0,3¢c A 3,85 0,043
Dezembro/17 10 1,240,3abB 9 0,8£0,3b B 9 2,240,3bc A 7,34 0,0031
Fevereiro/18 10 1,9+0,5ab B 10 25+0,3a B 9 3,8+x0,2a A 7,44 0,0028
Abril/18 10 2,2+0,4ab A 9 2,240,3ab A 4 2,3+0,7 abcA 0,01 0,9942
Junho/18 2 7 2,6x0,6 0 na. 4 3,9+0,3 -1,5972 0,1464
Teste F 2,33 3,75 9,72
valor p 0,0262 0,001 <0,0001

! Médias seguidas pela mesma letra mintscula (dentro de coluna) ou maitscula (entre colunas) ndo diferem
pelo teste Tukey (p = 0,05); 2 Teste t; n.a.: ndo avaliado; EP: Erro Padrao.

Independente da regido avaliada, em agosto, outubro e dezembro de 2017 ocorreram as
menores concentracdes bacterianas e, em fevereiro e junho de 2018, as maiores. A concentracao
de Ca. L. asiaticus variou nas 3 regides. De modo geral, a partir das avaliacdes realizadas em
janeiro de 2017, foram observados reducédo dos titulos bacterianos (log), até chegar nos meses
entre agosto e dezembro de 2017. Este nUmero voltou a aumentar novamente a partir fevereiro
de 2018, chegando ao més de junho, onde foram observados titulos altos em ambos os anos
avaliados, sendo 2018 o maior (Figura 7).

Analandia foi o local que teve a maior concentracdo de Ca. L. asiaticus dentre as trés
localidades, seguido de Altair e Guaimbé (Figura 7). A variagao entre as maiores concentragdes
foi maior entre os locais do que as menores, que tiveram um periodo definido. A variagédo
observada em Analandia foi menor que nos outros locais, sendo os meses de fevereiro (3,8 log
células Ca. L. asiaticus por grama tecido) e junho de 2018 (3,9 log) com a maior concentrag&o,
e agosto (1,27 log) e outubro de 2017 (1,46 log) as menores. Guaimbé e Altair ndo seguiu o0
mesmo padrdo como foi observado em Analandia. Em Guaimbé, os meses que tiveram as
maiores concentragdes foram junho de 2017 (2,48 log) e fevereiro de 2018 (2,49 log), e as
menores em agosto (0,77 log) e dezembro de 2017 (0,78 log). Em Altair, as maiores populacoes
foram observadas em agosto de 2017 (2,71 log) e junho de 2018 (2,61 log), e as menores em
outubro (0,60 log) e dezembro de 2017 (1,17 log).
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As variagOes climaticas dentro, e entre locais, indicam que o clima afetou a
multiplicagdo da bactéria nos brotos (Figura 7). Para os fatores que estavam envolvidos, foi
empregada regressao linear multipla, com as medias das concentracdes bacterianas sendo a
variavel dependente e os dados climaticos as variaveis independentes. Foram testados os
seguintes dados climaticos: temperaturas minima, maxima e media, horas abaixo de 15°C e
horas acima de 30° e 35°C e acumulado de chuva aos 7, 15, 30 e 35 dias antes das coletas dos
brotos. Entre todos dados analisados, o Unico que mostrou associacdo com titulo de Ca. L.
asiaticus (log Las) foi o nimero de horas com temperaturas acima de 35°C nos ultimos 30 dias
antes da coleta do broto (Modelo: F=9,77, p =0,0043; Coeficientes: Po: t = 13,45, p <0,0001,;
B1: t =-3,13, p = 0,0043), com a equagdo que descreve a associacdo: Log Las = 2,59738 -
0,0114956*Hac35_30d. Porém, este modelo explica somente 24,5% (R?) da variacdo no log

observada.
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5. DISCUSSAO

Estudos anteriores foram realizados em plantas engaioladas, casa de vegetagdo ou em
camaras de crescimento, em ambientes onde a temperatura e condi¢es adversas de clima sdo
diferentes dos observados para uma planta em pomar comercial, a qual esta sujeita a todas as
intempéries climéticas (Lopes et al., 2013; Lopes et al., 2017; Mendonca, 2015). Em casas de
vegetacdo ou camaras de crescimento, as condigdes de temperatura foram controladas
(temperatura e horas de exposicdo), e nas gaiolas as condi¢Ges de temperatura foram até 3,8°C
mais altas que o ambiente natural, com as maximas chegando a atingir, por determinados
periodos, até 46°C, enquanto em condic¢des naturais a maxima chegou a 42,5°C, em Guaimbé.

O ndmero de plantas que brotaram ndo foi uniforme em todas as plantas e regides.
Apesar da area de Anal&ndia ser irrigada, foi em Altair (ndo irrigado) onde houve maior nimero
de plantas que emitiram brotos. Os fluxos vegetativos dependem de fatores genéticos, idade do
ramo, temperatura e umidade (Guardiola et al., 1977; Moss, 1969). Oliveira (2017), em estudo
realizado com plantas novas, identificou que ndo ha influéncia do porta enxerto sobre as
brotacdes. Em plantas adultas, em regides de clima tropical e subtropical, podem ocorrer de trés
a cinco fluxos (Spiegel-Roy & Goldschimidt, 1996). As podas em plantas citricas ndo sédo
comuns, sendo realizadas apenas para retirar galhos secos, doentes ou rejuvenescer pomares
velhos (Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral, 1973), e quando realizadas, ocorrem
em periodos de baixa producdo, préximos a primavera, apenas nos ramos mais finos. No
presente estudo, as podas ou desfolhas foram realizadas em alguns momentos, fora do periodo
ideal, o0 que pode ter sido a causa da desuniformidade de producdo de brotos entre as plantas
nas diferentes épocas. Fatores climéaticos também podem ter afetado na brotacao.

Entre os trés locais estudados, 0 municipio de Analandia foi onde ocorreu maior média
na concentracdo de Ca. L. asiaticus, seguido de Altair e Guaimbé. Os dados climaticos indicam
que maiores concentragdes de Ca. L. asiaticus ocorrem nos periodos de temperaturas mais
amenas (fevereiro a junho, ambos o0s anos), com exce¢do de Altair, onde o maior titulo foi
observado em agosto de 2017. Analandia, segundo dados do Fundo de Defesa da Citricultura
(2018c), esta localizada na regido de Brotas, onde ocorre a maior incidéncia da doenga no estado
de Sédo Paulo (58,16%), e também onde, neste estudo, foram observados os maiores titulos
bacterianos. Em Altair, por sua vez, foram detectados os menores valores, também seguindo o
que acontece na regido de S&o José do Rio Preto (3,74%), onde Altair esta localizada, seguindo
a mesma divisdo feita pelo do Fundecitrus. Assim como encontrado neste estudo, Lopes et al.
(2017) em estudo realizado em plantas protegidas por gaiola de tela anti-afidica na regido do
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Tridngulo Mineiro e Analandia também constataram menor concentracdo de Ca. L. asiaticus
em periodos mais quentes em regides mais ao norte, mas com menor efeito do que em estudo
semelhante realizado em 2013, em camaras de crescimento, onde o tempo de exposicdo a
temperaturas altas foi maior.

Seguindo o que foi observado por Lopes et al. (2013), neste estudo houve associagéo da
temperatura com a populagéo de Ca. L. asiaticus. Menor populagédo foi detectada nas regides
mais quentes e com maior numero de horas acima de 35°C, nos ultimos 30 dias antes da coleta
dos brotos. Outros estudos também constataram que o calor afeta o desenvolvimento da
bactéria, como Munyaneza et al. (2012) em Ca. L. solanacearum, com temperaturas acima de
32°C reduzindo sua reproducdo. Hoffman et al. (2013) também relatam que temperaturas entre
40°e 42°C por pelo menos 48 horas em ambiente controlado (casa de vegetacdo), podem causar
a reducdo ou eliminacdo da bactéria em mudas.

Por outro lado, Lopes et al. (2017) encontraram forte associacdo de Ca. L. asiaticus com

temperaturas baixas (horas abaixo de 15°C), e chuva acumulada no periodo de 15 dias
anteriores a amostragem dos brotos, o que ndo foi verificado neste estudo, apesar de terem
ocorrido periodos muito frios dentro das regides durante o periodo avaliado (Figura 7). Neste
estudo, a associacao s6 ocorreu com temperaturas acima de 35°C, que influiu negativamente
no desenvolvimento da bactéria.
O controle do HLB ¢ focado no plantio de mudas sadias, eliminacdo das plantas doentes e
controle do inseto vetor (Belasque Junior et al., 2009). Atualmente, a pulverizacdo para o
controle do vetor é a medida mais empregada pelos citricultores, sendo realizada cada vez mais
na forma de calendario, sem preocupacdo em monitorar se ha ou ndo a presenca do vetor no
pomar. A utilizagdo de armadilhas amarelas ou os dados do Alerta Fitossanitario do Fundecitrus
podem ser um indicativo para direcionar melhor os momentos das pulverizag6es. Dados sobre
a populacdo bacteriana nos brotos também poderiam ajudar, pois quanto maiores sdo as
populacdes bacterianas nos brotos, maiores séo as taxas de aquisi¢ao pelo inseto (Lopes et al.
2017). Porém, a associacéo desta populacdo com fatores climaticos, foi fraca neste estudo (R?
= 24,5%), o que limita sua aplicabilidade como parametro para direcionar as pulveriza¢@es. H&
necessidade de se expandir este estudo para um numero maior de areas dentro do cinturdo
citricola, aumentar a frequéncia de amostragem (mensal) para se formar um historico mais
detalhado dentro de cada local ou regido. Com relagdo ao nimero de plantas e quantidade de
brotos, o que foi utilizado neste estudo (10 plantas, 5 brotos por planta), seria suficiente para se
ter um parédmetro indicativo da populagéo de Ca. L. asiaticus.
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6. CONCLUSAO

Apesar de haver variacGes sazonais e entre locais nos fluxos vegetativos e na
concentracdo bacteriana nas brotac6es, a associagdo entre clima e concentracdo bacteriana foi
parcial. Por isso, ndo é possivel prever a populacdo bacteriana no broto apenas analisando as
variaveis climéticas. Portanto, sdo necessarios mais estudos a respeito do assunto, com maior
frequéncia na amostragem dos brotos e maior numero de regides, que se encontra em

andamento no Fundecitrus.
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