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Evolucao dos sintomas de Huanglongbing em laranjeiras jovens:
relacao com época do ano, fenologia das plantas, flutuacao
populacional de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:

Psyllidae) e medidas de controle do vetor

Autor: LUIZ HENRIQUE MONTESINO
Orientador: Prof. Dr. RENATO BEOZZO BASSANEZI

RESUMO

O Huanglongbing (HLB), de dificil controle, causa considerdveis danos na producdo
citricola onde ocorre de forma endémica. No estado de Sao Paulo hd duas espécies de
Liberibacter associadas ao HLB e transmitidas pelo psilideo asidtico dos citros, Diaphorina
citri. Observacdes no campo sugerem que as plantas com HLB podem sofrer alteracdes na
ocorréncia e duracdo dos seus estddios fenoldgicos, podendo representar um fator a mais de
atracdo aos psilideos, aumentando as chances de aquisi¢ao da bactéria, conferindo as plantas
doentes com ramos sintométicos ou nao uma maior importancia para a epidemia. Um estudo
do comportamento fenolégico de plantas sintomdticas e da sua atratividade relativa aos
psilideos poderia confirmar ou nao estas suspeitas. Adicionalmente, para o controle da doenca
¢ recomendada a eliminacdo de plantas sintomadticas apds sua deteccao no campo. Entretanto,
os sintomas iniciais da doenga em plantas jovens podem ndo ser tipicos e gerar dividas na
diagnose como também variar de acordo com a época de aparecimento ou estadio fenoldgico
das plantas. Desta forma, é necessdria a caracterizagdo dos sintomas do HLB em plantas
jovens em diversas épocas e estadios fenoldgicos da planta para auxiliar a identificagdo das
plantas doentes no inicio da expressdo dos sintomas no campo. Por fim, ndo se conhece o
efeito da época do ano em que os sintomas sdo detectados e se desenvolvem e, nem das
medidas de controle do inseto vetor, sobre a velocidade de progresso da severidade dos
sintomas de HLB, necessitando serem quantificados. Assim, os objetivos desse estudo foram
comparar a populacdo de psilideos em ramos de plantas doentes com e sem sintomas e em
ramos de plantas aparentemente sadias; comparar os estddios fenoldgicos de plantas com
sintomas e de plantas sadias em duas épocas do ano; caracterizar os sintomas da doenca e
relaciond-los com os estddios fenoldgicos das plantas no decorrer do ano; e avaliar a

velocidade de progresso dos sintomas em plantas com e sem tratamento de inseticidas, em



VII

duas épocas do ano. O estudo foi realizado no municipio de Motuca-SP, em uma &rea
plantada em maio de 2006 com laranjeira ‘Valéncia’ enxertada sobre limoeiro ‘Cravo’, sendo
metade das plantas tratadas com inseticidas para o controle de psilideos e a outra metade sem
aplicacdo de inseticidas. As avaliagcdes foram feitas em dois periodos: junho a novembro de
2009 e dezembro de 2009 a junho de 2010. Nao se observou maior preferéncia de D. citri
pelas plantas com HLB em relacdo as plantas sadias; as plantas doentes apresentaram
brotag¢des adiantadas e maior nimero de floradas e brotacdes que as plantas sadias, e os frutos
produzidos nestes florescimentos ndo chegaram a atingir a maturacdo. Quanto ao progresso
dos sintomas, foi observado que sintomas foliares iniciaram-se com amarelecimento da
nervura central evoluindo para mosqueado difuso assimétrico e que esse desenvolvimento
aparentemente nao dependeu do estddio fenoldgico; a deficiéncia de zinco foi relacionada ao
aumento da severidade; a presenca de plantas com frutos deformados ocorreu durante todo o
ano numa frequéncia alta, sendo util para a identificacdo de plantas com HLB, e que os frutos
formados nas plantas doentes no segundo semestre tiveram maior chance de serem colhidos,
enquanto os formados na florada seguinte tiveram maior indice de queda antes da colheita. A
avaliacdo do progresso da severidade de HLLB foi prejudicada pela desfolha e pela emissao de
novas brotacdes nas plantas afetadas. Plantas doentes primeiramente detectadas em dezembro
apresentaram maior severidade inicial dos sintomas de HLB que plantas detectadas em junho,
mas a severidade inicial dos sintomas foi independente do controle do vetor em ambos 0s
periodos. A velocidade de aumento da severidade no inicio do primeiro semestre foi maior
que no inicio do segundo, entretanto, devido a desfolha, a severidade final nos dois periodos
foi a mesma. Por sua vez, o controle do inseto vetor reduziu a velocidade de aumento da

severidade de HLB em ambos os periodos.

Palavras chave: Greening, Candidatus Liberibacter asiaticus, sintomatologia, psilideo asiatico

dos citros, citros, severidade de doenca, epidemiologia
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Huanglongbing symptom progress in young sweet orange trees:
relation with the season, plant phenology, population fluctuation
of Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), and vector

control practices

Author: LUIZ HENRIQUE MONTESINO
Adpvisor: Prof. Dr. RENATO BEOZZO BASSANEZI

ABSTRACT

Huanglongbing (HLB), a citrus disease of difficult control, has caused substantial
damages to citrus yield where it is endemic. There are two species of Liberibacter associated
with HLB, both transmitted by the Asian citrus psyllid Diaphorina citri. Field observations
suggest that plants affected by HLB may experience changes in the occurrence and duration
of their phenological stages that could represent an additional factor to the attraction of
psyllids, increasing the chances of bacterium acquisition and giving to the infected plant, with
or without symptomatic branches, a major role in the epidemics. A study of the phenological
behavior of symptomatic plants and the quantification of their relative attractiveness to
psyllids could confirm or not these suspicions. In addition, it is recommended the elimination
of symptomatic trees after their detection in the field to manage the disease. However, initial
symptoms of young trees couldn’t be typical and raise doubt on diagnosis and also be variable
according to time of onset and tree phenological stage. Therefore the HLB symptoms
characterization in young citrus trees in different seasons and tree phenological stages is
necessary to help the identification of diseased trees at the early stages of symptoms
expression in the field. Finally, the effect of season when the first symptoms are observed and
developed and the effect of insect vector control on the rate of HLB-symptoms severity
progress are not known and need to be quantified. Therefore, the aims of this study were to
compare the psyllids population density in symptomatic and asymptomatic disease plants and
"healthy" plants; to compare their phenological stages in two seasons; to characterize the
symptoms of the disease and to relate them with plant phenological stages during the year;
and to assess the rate of disease severity progress in plants with and without insecticide
treatments in two seasons. The work was carried out in the municipality of Motuca-SP, in a

grove of Valencia sweet orange grafted on Rangpur lime planted in May 2006. Half of the
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plants were treated and the other half not treated with insecticides for psyllids control.
Assessments were made in two seasons: from June to November 2009 and from December
2009 to June 2010. Disease and healthy trees did not differ in attractiveness to D. citri.
Diseased plants had earlier vegetative fluxes and higher number of blossoms and shootings
than healthy plants, and the fruit set on those off-season flowering did not mature. Concerning
symptoms progress, it was observed that leaf symptoms began with yellow central vein and
progress to leaf blotch mottling without any apparent relation to plant phenology stage. Zinc
deficiency symptoms appeared when disease severity was higher. Lopsided fruits occurred all
year long and at high frequency, being useful in HLB identification in the field. The fruit that
set on diseased plants in the second semester had higher chance to remain until harvest,
whereas the fruit that set in the next blossom had higher chance to fall before harvest. The
assessment of HLB severity progress was prejudiced by defoliation and the appearance of
new shootings in the diseased plants. Diseased plants first detected in December had higher
initial HLB severity than those detected in June, but the initial severity was independent to
insect vector control in both seasons. The diseased severity rate at the beginning of the first
semester was higher than that assessed at the beginning of the second semester. However,
because of defoliation the disease severities found at the end of both semesters were similar.

The progress of HLB severity rates were reduced by insect vector control in both seasons.

Keywords: Greening, Candidatus Liberibacter, symptomatology, citrus Asian psyllid, citrus,

disease severity, epidemiology
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1. INTRODUCAO

A citricultura € uma das atividades agricolas de maior relevancia no mundo, ocupando
uma posicdo de destaque na economia brasileira, seja pela comercializacdo de frutos “in
natura”, seja pela exportacdo de sucos concentrados. O Brasil é responsdvel por 26% da
producdo mundial de laranja e 53% do total de suco de laranja consumido no planeta, um dos
mais importantes itens de exportacdo do pais. O estado de Sao Paulo responde por trés quartos
da producao e da drea dedicada a citricultura no pais, sendo a principal zona de exportagao de
suco de laranja concentrado (FCOJ) do mundo (Neves, 2010).

Entretanto, nos ltimos anos esta supremacia e competitividade da citricultura paulista
vem sendo ameacada pela ocorréncia de diversas pragas e doencas nos pomares. Entre as
diversas doencas que afetam a citricultura paulista, Huanglongbing (HLB ou Greening) é
considerada uma das mais destrutivas. Os danos causados por HLB na produgdo sdo bastante
consideraveis, sendo apontada em alguns paises da Asia e da Africa como a principal causa da
perda de producao e de arvores (Da Graga, 1991; Aubert, 1992). Além disso, o seu controle é
muito complexo, demanda muito esforco por parte dos citricultores e tem onerado os custos
de produgdo de vdrios paises onde ocorre de forma endémica (Da Graca, 1991; Aubert, 1992;
Bové, 2006).

Esta doenga foi relatada pela primeira vez na China no final do século XIX,
disseminando-se por vdrios paises do Sudeste Asidtico, e constatada na Africa do Sul no
inicio do século XX, atingindo também diversos paises do Leste Africano e do Oriente Médio
(Da Graga, 1991). No inicio do século XXI, a doenca foi relatada pela primeira vez no
continente Americano, atingindo as principais regides produtoras de citros do mundo, os
estados de Sao Paulo no Brasil, e da Flérida nos EUA. Também se disseminou rapidamente
para outros estados destes paises e por diversos paises da América Central e Caribe (Bové,
2006). No Brasil, a doenca foi constatada em 2004 em diversos pomares do estado de Sado
Paulo, principalmente na regido central, proximos a Araraquara (Coletta-Filho er al., 2004;
Teixeira et al., 2005). Apds sua constatacdo, a doenga rapidamente se disseminou por todas
regides citricolas do estado, atingindo em 2011, 53% dos talhdes comerciais de laranjeira e
3,8% de plantas (Fundecitrus, 2011).

Em Sao Paulo, duas bactérias estao associadas aos sintomas de HLB: Candidatus
Liberibacter asiaticus e Ca. L. americanus (Coletta-Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005),
sendo a primeira espécie predominante nos pomares (Lopes et al., 2009a). Adicionalmente,

um fitoplasma do Grupo IX tem sido encontrado nos pomares associado a sintomas muito



similares aos de HLLB, mas sua ocorréncia nas amostras analisadas ¢é inferior a 2% (Teixeira et
al., 2008).

As duas espécies de Liberibacter associadas ao HLB no estado de Sao Paulo sao
transmitidas pelo psilideo dos citros, Diaphorina citri Kuwayama (Capoor et al., 1967,
Yamamoto et al., 20006). Este psilideo tem mais de 50 espécies hospedeiras conhecidas, todas
da familia Rutaceae (Halbert & Manjunath, 2004), mas as preferenciais sdo as plantas dos
géneros Citrus e Murraya, também hospedeiras das bactérias (Halbert & Manjunath, 2004;
Lopes et al., 2005; Lopes et al., 2006).

Quanto a preferéncia do psilideo pelos 6rgaos da planta citrica, sabe-se que o adulto
pode se alimentar tanto em folhas novas e tenras como em folhas maduras, preferindo as
brotagdes jovens onde se desenvolvem de ovo até a fase adulta (Paiva, 2009; Parra et al.,
2010). Observacdes preliminares em condicdes de laboratério indicam que plantas
sintomdticas atraem mais os adultos de D. citri que plantas assintomdticas ou sadias pela
possivel emissdo de voléteis atraentes pelas plantas doentes (Noronha Jr., 2010; Miranda et
al., 2011). Outros fatores também podem estar associados a maior atracdo de adultos pelas
plantas com sintomas de HLB. Algumas observacdes preliminares no campo sugerem que as
plantas afetadas pelo HLB podem sofrer alteragdes na sua fenologia, tanto nos ramos
sintomdticos como nos ramos assintomaticos, como alteracdo do padrdo vegetativo, com
emissoes de fluxos vegetativos amarelados e fora de época, ou alteracio do padrio de
amadurecimento dos frutos nos ramos afetados. A alteragdo no padrdo vegetativo, poderia
representar um fator a mais de atragdo, aumentando as chances de aquisi¢do da bactéria por
adultos e sua prole, conferindo as plantas doentes, com ramos sintomdticos ou nao, uma maior
importancia para a epidemia de HLB. Assim, estudos sobre o comportamento fenolégico de
plantas sintométicas e a quantificacdo da sua atratividade relativa aos psilideos poderiam
confirmar ou ndo estas suspeitas. Caso confirmada a maior atragdo do psilideo pelas plantas
sintomadticas, a elimina¢do imediata das mesmas, como prevé a Instru¢do Normativa 53,
torna-se ainda mais importante para o manejo desta doenca.

A eficiéncia do controle do HLB baseado na eliminacdo de plantas doentes exige o
rapido e acurado reconhecimento dos sintomas iniciais da doenca pelos inspetores. O sintoma
que mais chama a atencdo no campo € a presenga de um ou mais ramos com as folhas
amareladas, contrastando com a cor verde normal das folhas dos demais ramos. Com nervura
central normalmente espessa e saliente, estas folhas apresentam mosqueado difuso e
assimétrico entre as duas metades do limbo foliar divididas pela nervura central. E comum

encontrar folhas com deficiéncia de zinco induzida pela doenca. A partir dos ramos



inicialmente afetados, os sintomas podem progredir para toda a copa. Com a evolugdo dos
sintomas, ha intensa desfolha dos ramos afetados e seca dos ponteiros. Os frutos de ramos
afetados sdao menores, deformados, assimétricos, a coloragdo da casca € irregular, com
presenca comum de sementes abortadas, e queda precoce (Da Graga, 1991; Aubert, 1992;
Bové, 2006; Gottwald et al., 2007). Entretanto, os sintomas iniciais podem nao ser tipicos e
gerar duividas na diagnose como também variar de acordo com a época de aparecimento ou o
estddio fenologico das plantas. Desta forma, um estudo que se faz necessdrio é a
caracterizacdo dos sintomas do HLB em diversas épocas e estddios fenoldgicos da planta para
auxiliar as inspecdes e melhorar a identificacdo das plantas doentes no inicio da expressao dos
sintomas.

O aparecimento de novas plantas com sintomas tem se concentrado entre os periodos
de outono e inverno, época considerada a mais favoravel para a expressao dos sintomas,
mesmo que a infeccdo tenha ocorrido em diferentes épocas (Gottwald et al., 2007; Bassanezi
et al., 2010). Uma vez que os sintomas aparecem em plantas jovens, a evolucao dos mesmos €
rapida (Gottwald et al., 2007; Bassanezi et al., 2010). Entretanto, nao se conhece o efeito da
época do ano em que os sintomas sdo detectados visualmente e se desenvolvem sobre a
velocidade de progresso da severidade dos sintomas de HLB, assim como o efeito das
medidas de controle do inseto vetor.

Em func¢do do exposto, este trabalho teve como objetivos, em condi¢des de campo, (i)
Comparar a densidade populacional de psilideos em plantas com sintomas e em plantas
assintomadticas; (ii) Comparar a ocorréncia e duragio dos estaddios fenoldgicos de plantas com
sintomas e de plantas assintomadticas em parcelas com aplicacdes de inseticidas para controle
do inseto vetor em duas épocas do ano; (iii) Caracterizar os sintomas de HLB em funcao da
época do ano e do estadio fenoldgico das plantas em parcelas com aplicagdes de inseticidas e
(iv) Avaliar o progresso da severidade dos sintomas em plantas de parcelas com e sem

aplicacdes de inseticidas, em duas épocas do ano.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area experimental

O presente estudo foi realizado na Fazenda Sdo José, localizada no municipio de
Motuca-SP, entre junho de 2009 e junho de 2010.

A drea utilizada para o estudo foi plantada em maio de 2006 com mudas de laranjeira
‘Valéncia’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] enxertada em limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia
Osbeck), no espacamento de 6,65 m por 2,90 m, ocupando uma 4rea de aproximadamente 26
ha. Este plantio foi feito para outro experimento maior para avaliar diferentes estratégias de
controle do HLB baseadas em diferentes frequéncias de remocao de plantas doentes e de
controle do vetor. A drea era composta por 24 parcelas distribuidas aleatoriamente, sendo
metade submetida a aplicac@o de inseticidas para o controle de psilideos e a outra metade sem
aplicacdo de inseticidas (Figura 1). Cada parcela, de aproximadamente 1,0 ha, era constituida

por 18 linhas de plantio com 28 plantas cada (504 plantas/parcela).

Figura 1. Vista aérea da drea experimental na Fazenda Sdo José, municipio de Motuca-SP,
indicando as parcelas com programa de controle de psilideos (quadrados vermelhos)
e sem aplicacdo de inseticidas (quadrados brancos). Imagem do Google Earth em
19/07/2007 (Latitude 21°35°52,69”’S, longitude 48°10°41,17”0 e altitude de visdo de
1,38 km).



2.2 Tratamentos para o controle de psilideos

Desde o plantio, nas parcelas com o controle de psilideos, foi realizado um programa
de aplicacao foliar alternada de trés inseticidas de diferentes grupos quimicos (Imidacloprido
200 SC - Neonicotinéide, Dimetoato 400 CE — Organofosforado e Etofenproxi 300 CE -
Norpiretro) e de dois inseticidas sist€émicos aplicados no solo ou em drench (Aldicarbe 150 G
— Carbamato e Tiametoxam 10 GR ou 250 WG - Neonicotindide) em esquema de calendario
com intervalos de aplicacdo pré-definidos. Os inseticidas pulverizados sobre as folhas foram
aplicados a cada 14 dias, do final de mar¢o ao final de novembro, sempre seguindo um
rodizio entre os ingredientes ativos. Os inseticidas sistémicos foram aplicados no solo ou em
drench em intervalos de 56 dias, sendo uma aplicacdo no inicio de dezembro (nos trés
primeiros anos com Aldicarbe via solo e no quarto ano com Tiametoxam via drench) e outra
no inicio de fevereiro (nos dois primeiros anos com Tiametoxam formulacdo GR via solo e
nos dois anos seguintes com formulacdo WG via drench). No periodo de aplicacdao dos
inseticidas via solo e em drench, ndo houve a aplicacdo de inseticidas por pulverizagado foliar.

Os inseticidas pulverizados nas folhas foram aplicados nos dois primeiros anos com
aplicador do tipo “Pistola” com bico de ceramica FMC n.6 sem difusor, na pressdo de 50 a 90
lbf/pol2 e, nos dois ultimos anos, com turbopulverizador FMC 2000 acoplado a trator Massey
Ferguson _MF 275, na velocidade de 3 a 4 km/h, segunda marcha reduzida alta, com 540 rpm
na TDP e na pressdo de 250 lbf/pol2 e equipado com bicos de ceramica FMC n.6 e difusores
ceramicos de dois e de trés furos alternados na barra de pulverizagao.

As aplicagdes dos inseticidas sistémicos no solo e em drench foram da seguinte forma:
(i) Aplicacdo de granulados no solo feita com matraca Mebuki com capacidade de 4 kg
regulada para dividir a dose do produto em duas batidas por planta no primeiro ano e em
quatro batidas por planta no segundo e terceiro anos; (ii) Aplicagdo no colo da planta em

drench com equipamento dosador automadtico acoplado a saida do tanque de pulverizagao.

2.3 Selecao das plantas sadias e com HLLB para as avaliacoes

Nas parcelas cuja erradicacdao de plantas com sintomas de HLB era realizada a cada
seis meses (trés com controle de psilideo e trés sem controle de psilideo) foram selecionadas
ao acaso 30 plantas aparentemente sadias (sem sintomas) e 30 plantas com sintomas iniciais
de HLB. As plantas com sintomas foram aquelas encontradas na primeira inspe¢do visual
realizada imediatamente apds a ultima erradicacdo de plantas com HLB. O acompanhamento
das plantas selecionadas ocorreu por um periodo de seis meses até sua erradicagdo, conforme

a programacdo do experimento principal.



O experimento foi executado em duas épocas, nas quais novas plantas foram
selecionadas: Primeiro periodo, com plantas sintomadticas e assintométicas encontradas em 08
de junho de 2009 e erradicadas em 26 de novembro de 2009, e segundo periodo, com plantas
sintomdticas e assintomdticas encontradas em 24 de novembro de 2010 e erradicadas em 19
de maio de 2010.

Todas as plantas com sintomas foram posteriormente analisadas por meio da Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) para confirmacdo da sua infec¢do pelas bactérias associadas
ao HLB seguindo o protocolo descrito a seguir. Amostras de DNA foram extraidas de
nervuras e peciolos das folhas pelo método envolvendo CTAB, modificado de Murray &
Thompson (1980). Meio grama de tecido vegetal fresco foi picado em papel toalha com
auxilio de uma lamina, reduzindo o tecido em pequenos fragmentos e colocados em tubos
eppendorf de 2 ml, sobre os quais foi acionado 1,0 ml do tampao de extragao (CTAB 0,053
M, NaCl 1,4 M, PVP 10000 2%, Tris 0,1 M pH 8,0 e EDTA 0,25 M pH 8,0, adicionando b-
mercaptoetanol a 0,2%). A seguir, todas as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C
por 30 min. As amostras foram, entdo, submetidas a centrifugacdo (Eppendorf Centrifugue
5804R) por 5 min. a 956g e 22°C, e 800ul do sobrenadante obtido foi transferido para um
novo tubo eppendorf de 2 ml. Posteriormente, foram adicionados 800ul de cloroférmio:
isoamildlcool (24:1), e a fase aquosa (700 ul) obtida por centrifugacdo a 20.817g por 5 min. a
22°C, transferida para um novo tubo eppendorf de 1,5 ml. O DNA foi precipitado pela adicdo
de 0,6 volume (420 pl) de isopropanol e incubagdo a -20°C por 30 min. As amostras foram
centrifugadas a 20.817g durante 20 min. para formagdo do pelete, o qual foi lavado duas
vezes com etanol 70% e centrifugado a 20.817g por 10 min. A seguir, o DNA foi desidratado
por 6 min. em speed-vac e ressuspenso em 50 pl de dgua ultra pura (MilliQ). Para a detec¢do
de Ca. L. americanus e ou Ca. L. asiaticus foram realizadas as reacdes de PCR com os
seguintes oligonucleotideos iniciadores (primers) GB1 (5° AAG TCG AGC GAG TAC GCA
AGT ACT 3°) e GB3 (5° CCA ACT TAA TGA TGG CAA ATA TAG 3’) especificos para
Ca. L. americanus que permite amplificagdo de 1.027 pares de bases (pb) da regido 16S do
DNA ribossomal (Teixeira et al., 2005), e RPLA2 (5> TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT
3’) e RPLJ5 (5 ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA 3’) para Ca. L. asiaticus que
amplificam um segmento de 703 pb da regido beta operon (Hocquellet et al., 1999). As
reacoes de PCR duplex foram feitas em 40 pl contendo 0,5 mM de cada primer (PCR duplo —
primers GB1, GB3 e RPLA2, RPLJ5 juntos na mesma reagdo), 0,2 mM de dNTP, 0,5 mM de
MgCl2, Tampao 1X, 1,5U de Taq polimerase e 1 pul de DNA gendmico das plantas em estudo.

As reacoes foram realizadas no termociclador (Mastercycler Gradient — Eppendorf) e para as



amplificacOes utilizaram-se 34 ciclos de 94°C por 30 s, 62°C por 45 s, 72°C por 90 s,
seguindo-se de 72°C por 5 min. e 15°C por tempo indeterminado. Cada 20 pl dos produtos de
PCR (amplicons) foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2% em
tampdo TAE 1X (TAE 50X: Tris, Acido acético glacial e EDTA) e corados com brometo de
etideo (0,1 pg/mL). A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita em transiluminador UV e

registrada pelo sistema de fotodocumentacao.

2.4 Avaliacoes

As seguintes avaliacdes foram efetuadas a cada 14 dias em cada planta selecionada:

- Populacao de psilideos. Dando preferéncia para as vegetacdes mais novas da planta, foram
escolhidos aleatoriamente seis ramos por planta doente (tr€s ramos sintomadticos e trés
assintomadticos) e trés ramos por planta sadia para avaliar o nimero de ovos, ninfas e adultos

de Diaphorina citri (Figura 2).

Figura 2. Ninfas (A) e adulto (B) do psilideo asidtico dos citros, Diaphorina citri, em

brotacdes de laranjeiras.



- Estadios fenolégicos das plantas. Foi avaliada a presenca de determinado estadio
fenoldgicos de florescimento, frutificagdo e vegetacdo nas plantas com e sem sintomas de
HLB com auxilio da chave descritiva da Stoller® (Figuras 3 a 5), observando-se a planta toda.
Em seguida, foi feita a contagem das brotacdes (estddios V2 a V4) e dos ramos vegetativos
(estadios V5 e V6) em nos mesmos seis ramos das plantas doentes (tr€s ramos sintométicos e

trés assintomaticos) e trés ramos por planta sadia avaliados para a populagdo de psilideo.
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Figura 3. Chave descritiva para a avaliacdo dos estadios fenoldgicos de vegetacdo em citros,
Stoller®.
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- Sintomas de HL.B. Foi avaliada a presenca de determinado tipo de sintoma observando-se a
planta toda, considerando o 6rgdo da planta (folhas, ramos e frutos) no qual o sintoma foi

observado, segundo os critérios abaixo:

a) Sintomas em folhas: Auséncia ou presenca de folhas apenas com nervuras amarelas,
salientes e/ou corticosas (Figura 6A); com cloroses assimétricas ou mosqueado
sugestivo e nervuras amarelas, salientes e/ou corticosas (Figura 6B); com mosqueado
difuso assimétrico tipico e nervuras amarelas, salientes e/ou corticosas (Figura 6C);

com amarelecimento generalizado do limbo (Figura 6D) e de tamanho reduzido e com

clorose internerval pela deficiéncia de zinco (Figura 6E).

Figura 6. Escala diagramédtica dos tipos de sintomas encontrados em folhas de plantas
infectadas por Ca. L. asiaticus. (A) Folha apenas com nervuras amarelas, salientes
e/ou corticosas; (B) Folha com cloroses assimétricas ou mosqueado sugestivo e
nervuras amarelas, salientes e/ou corticosas; (C) Folha com mosqueado difuso
assimétrico tipico e nervuras amarelas, salientes e/ou corticosas; (D) Folha com
amarelecimento generalizado do limbo; e (E) Folha de tamanho reduzido e com

clorose internerval pela defici€ncia de zinco.
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b) Sintomas em ramos: Auséncia ou presenca de ramos com folhas amareladas (Figura
7); presenca ou auséncia de ramos com internddios curtos (Figura 8); auséncia ou

presenca de ramos desfolhados (Figura 9).

Figura 7. Ramo de laranjeira com folhas amareladas em fun¢do do Huanglongbing.

Figura 8. Ramo de laranjeira com internddios curtos em fun¢do do Huanglongbing.
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Figura 9. Ramos de laranjeira com desfolha em fun¢do do Huanglongbing.

c) Sintomas em frutos: Auséncia ou presenca de frutos deformados (Figura 10); auséncia

ou presenca de frutos caidos (Figura 11).

Figura 10. Fruto de laranjeira deformado pelo Huanglongbing. Notar na foto a direita que a
columela do fruto fica deslocada devido ao desenvolvimento desuniforme das partes

do fruto.
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Figura 11. Queda de frutos de laranjeira em fun¢do do Huanglongbing.

- Progresso da Severidade. As plantas foram divididas em oito setores, sendo quatro na
metade superior e quatro na metade inferior da copa (Figura 12). Para cada setor foi atribuida
nota 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 correspondentes a 0, 20, 40, 60, 80 ou 100% de area do setor afetada

pelos sintomas, respectivamente (Gottwald et al., 1989).

/]

Figura 12. Esquema para a avaliacdo da severidade de HLB em plantas. Divisdo em oito
setores nos quais foram atribuidas atribuida nota 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 correspondentes a
0, 20, 40, 60, 80 ou 100% de area do setor afetada pelos sintomas, respectivamente

(Gottwald et al., 1989).
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Adicionalmente as avaliagdes nas plantas marcadas, foram coletados dados de
precipitacdo pluviométrica e temperaturas minima, média e maxima durante os periodos de
avaliacdo. A precipitacdo pluviométrica didria foi medida com o auxilio de um pluvidometro
tipo cunha, localizado a 50 m da drea experimental. Os dados de temperatura foram obtidos
por meio do servico do  CIIAGRO de  Monitoramento  Climético
(http://www.ciiagro.sp.gov.br/ciiagroonline/Listagens/MonClim/LMClimLocal.asp) para o

municipio de Araraquara.

2.5 Analise dos dados
2.5.1 Comparacdao da densidade populacional de Diaphorina citri em plantas com e sem
sintomas de HLB e sua relagao com o estadio fenoldgico de vegetacao

Inicialmente, foram calculadas as médias do nimero de psilideos (adultos, ovos e
ninfas), brotagdes e ramos vegetativos para cada uma das 30 plantas assintomaticas (sadia) e
sintomdticas (ramos sintomadticos e assintomadticos) durante todo o periodo de avaliagdo.
Considerando cada planta avaliada como uma repeti¢do, realizou-se, apds verificar a
normalidade dos dados, a andlise de variancia (ANOVA) e, quando o valor de F foi
significativo, aplicou-se o teste de Tukey por meio do programa STATISTICA 7.1 (Statsoft,
Tulsa, OK) para a comparagdo das médias de cada varidvel avaliada entre diferentes tipos de
ramos.

Em seguida, a coincidéncia (C) entre os periodos de ocorréncia de adultos, ninfas e
ovos de D. citri em cada avaliagdo com a presencga de brotagdes ou de ramos vegetativos na
mesma data para cada um dos tipos de ramos avaliados (ramo sintomdtico de planta
sintomadtica, ramo assintomdtico de planta sintomética e ramo de planta assintomadtica) foi
calculada em funcdo da proporcdo de avaliacdes realizadas em que a presenca ou auséncia de
ambas as varidveis avaliadas coincidiu pela equagdo: C = (PP + AA)/n, onde PP é o nimero
de avaliagdes com presenca do psilideo e presenca do estddio fenoldgico, AA € o nimero de
avaliacdes com auséncia de psilideo e auséncia do estddio fenoldgico e n é o nimero total de
avaliacdes realizadas no periodo.

Finalmente, os coeficientes de correlagao entre o nimero médio de adultos, ninfas e
ovos de D. citri em cada avaliacdo com o nimero médio de brotacdes e de ramos vegetativos
nas avaliagOes correspondentes foram determinados por meio do programa STATISTICA 7.1

(Statsoft, Tulsa, OK) para cada um dos tipos de ramos avaliados.



16

2.5.2 Comparagdo dos estadios fenoldgicos de plantas com sintomas de HLB e de plantas
assintométicas em duas épocas do ano

A comparacdo dos estddios fenoldgicos de plantas com sintomas de HLB e de
plantas assintomaticas foi feita apenas com os dados referentes as plantas das parcelas com
controle de psilideo, uma vez que nas parcelas sem aplicacao de inseticidas houve ataque de
outras pragas, como minador dos citros e pulgdes, afetando as brotacdes das plantas e
podendo influenciar o comportamento fenolégico das mesmas.

Para cada avaliacdo em cada um dos periodos avaliados e tipo de planta (sintomética
e assintomatica), foi calculada a porcentagem de plantas que estavam em um determinado
estddio fenoldgico de vegetacdo, florescimento e frutificacdo. Estes dados foram entdo
apresentados na forma de gréaficos (porcentagem de planta em determinado estadio fenoldgico
vs tempo) para a comparacdo da frequéncia e do periodo de ocorréncia de cada estddio

fenoldgico entre as plantas assintomadticas (sadias) e as plantas sintométicas (doentes).

2.5.3 Caracterizacdo dos sintomas da doenca em funcdo da época do ano e do estiddio
fenoldgico das plantas com sintomas de HLB

Pelas razdes expostas no item anterior, foram utilizados apenas os dados referentes
as plantas das parcelas com controle de psilideo para a caracterizacdo do progresso dos
sintomas e para a observacdo de relagc@o entre os sintomas e os estadios fenoldgicos.

Para cada avaliagdo, em cada um dos periodos avaliados, foi calculada a
porcentagem de plantas que apresentavam um determinado tipo de sintoma de HLB
relacionado as folhas, ramos e frutos. Estes dados foram entdo apresentados na forma de
graficos (porcentagem de plantas com determinado sintoma vs tempo) para a verificacdo do
progresso do quadro sintomatoldgico a partir dos sintomas iniciais e sua relacdo com os

estadios fenoldgicos.

2.5.4 Avaliagdao do progresso da severidade dos sintomas nas plantas doentes, em parcelas
com e sem tratamento com inseticidas, em duas épocas do ano.

Os valores médios de severidade dos sintomas de HLB, obtidos em cada avaliagdo,
dentro de cada um dos periodos avaliados, para as plantas das parcelas com e sem controle do
psilideo foram inicialmente apresentados na forma de graficos (severidade dos sintomas vs
tempo) para a descricdo do progresso da severidade dos sintomas em cada tratamento e
periodo do ano e verificagdo da relacdo das variacdes da severidade dos sintomas com os

estddios fenoldgicos e condicdes climdticas (temperatura e precipitacio pluviométrica).
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Em seguida foram calculadas as seguintes varidveis: severidade inicial (S;), severidade
final (Sy), velocidade de aumento da severidade da doenga (VS) e a drea da curva de progresso
da severidade da doenca (AACPSD). A VS foi estimada pela equagdo: VS = (Sy— S;)/n, onde n
€ o numero total de dias no periodo de avaliagdo e VS representa o aumento de pontos
percentuais na severidade de doenca por dia. A AACPSD foi estimada pelo método de
integracao trapezoidal descrito por Campbell & Madden (1990).

Posteriormente, apds a verificagdo da normalidade dos dados, foi realizada a
comparacdo das médias das varidveis estimadas pela andlise de varidncia (ANOVA) e pelo
teste de Tukey considerando-se um delineamento ao acaso fatorial 2 x 2, onde o fator “Epoca
do ano” tinha dois niveis (primeiro e segundo periodos) e o fator “Controle do vetor” tinha
dois niveis (com e sem controle do vetor), e cada planta avaliada representou uma repeticao
(30 repeticoes por tratamento). As andlises foram feitas por meio do programa STATISTICA

7.1 (Statsoft, Tulsa, OK).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Comparacao da densidade populacional de Diaphorina citri em plantas com e sem
sintomas de HLB

Adultos de D. citri foram observados tanto nas plantas com como sem controle do
inseto vetor no primeiro periodo (de junho a novembro de 2009) apenas na ultima avaliacdo
no final de novembro 2009 e em menos de seis das 30 plantas avaliadas por tratamento. Tanto
nas plantas com controle do psilideo como nas plantas sem controle, as médias de adultos em
trés ramos/planta/avaliacdo em todos os tratamentos foram muito baixas (0,058, 0,025 e
0,008, respectivamente para os setores sintomdticos de plantas sintomética, assintomatico de
planta sintomatica e assintomatico de plantas assintomdticas tratadas com inseticidas e 0,058,
0,022 e 0,011 respectivamente para os setores sintomdtico de plantas sintomdticas,
assintomdtico de planta sintomdtica e setor assintomdtico de plantas assintomdtica sem
tratamento com inseticidas).

No segundo periodo, nas plantas com controle do inseto vetor foram observados
adultos em apenas quatro avaliagdes e em menos da metade das 30 plantas avaliadas por
tratamento (0,031, 0,025 e 0,058 respectivamente para os setores sintomdtico de plantas
sintomaticas, assintomatico de planta sintomética e assintomético de plantas assintomatica).

Nas parcelas sem controle do inseto vetor, adultos de D. citri foram observados em 10 das 12
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avaliacoes realizadas e em mais de 19 e 10 plantas com e sem sintomas, respectivamente, das
30 plantas avaliadas por tratamento.

Ninfas e ovos de D. citri somente foram constatados nas avaliagdes nas plantas das
parcelas sem controle do inseto vetor do segundo periodo (de novembro 2009 a junho 2010).
Neste periodo, das 12 avaliages realizadas, a presenca de ninfas e ovos foi constatada
respectivamente em nove e seis avaliacdes em mais de 19 e 10 plantas das 30 plantas
avaliadas com e sem sintomas respectivamente.

Devido a baixissima densidade populacional de psilideos nas parcelas com aplicac¢ao
de inseticidas nos dois periodos e nas parcelas sem controle do inseto vetor no primeiro
periodo, foram comparados apenas os dados referentes as parcelas sem controle do inseto
vetor no segundo periodo de avaliacdo.

No segundo periodo, maior nimero de adultos foi observado durante todo o més de
dezembro de 2009, todo més de janeiro, segunda quinzena de marco e primeira quinzena de
abril de 2010 (Figura 13). Neste periodo, maior nimero de ovos ocorreu na segunda quinzena
de dezembro de 2009, todo més janeiro e mar¢o de 2010 (Figura 14), enquanto que maior
quantidade de ninfas ocorreu um pouco depois, em todo o més de janeiro e segunda quinzena
de marco de 2010 (Figura 15). Desta forma, acredita-se que as populagdes de ovos e ninfas
observadas a partir da segunda quinzena de dezembro de 2009 tenham sido originadas a partir
dos adultos de dezembro de 2009 e que os adultos observados na primeira quinzena de abril
de 2010 tenham sido originados a partir das ninfas observadas até a segunda quinzena de
marco de 2010.

Em média, a presenca e a auséncia de adultos de D. citri coincidiram
respectivamente com a presenca e a auséncia de brotagdes (Figura 16) e ramos vegetativos
(Figura 17) em 53% e 72% das avaliagdes, respectivamente (Tabela 1). Também, ndo houve
correlagdes significativas entre o nimero de adultos com o nimero de brotacdes e de ramos
vegetativos, independente da presenga ou ndo de sintomas nas plantas (Tabela 2). Estes
resultados indicam que a ocorréncia e a densidade populacional de psilideos adultos no pomar
nao dependem somente das condi¢des fenoldgicas das plantas (brotacdo e ramos vegetativos),
podendo-se ter populagdes significativas em periodos em que a planta ndo esteja emitindo
novos fluxos vegetativos. Estas populacdes podem ser resultantes da migracao de psilideos
adultos provenientes de outros pomares, como também da sua manutencdo no pomar
alimentando-se de folhas menos tenras e ja expandidas ou mesmo mais maduras no estadio

V7 (Yamamoto et al., 2001; Tsai et al., 2002).
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Figura 13. Dinamica populacional de adultos de Diaphorina citri em ramos sintomaticos e
assintomdticos de plantas sintomdticas e em ramos de plantas assintomdticas, nas
parcelas sem o controle do psilideo, no periodo de dezembro de 2009 a maio de

2010.
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Figura 14. Dinamica populacional de ovos de Diaphorina citri em ramos sintomaticos e
assintomdticos de plantas sintomadticas e em ramos de plantas assintomdticas, nas
parcelas sem o controle do psilideo, no periodo de dezembro de 2009 a maio de

2010.
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Figura 15. Dinamica populacional de ninfas de Diaphorina citri em ramos sintométicos e

assintomdticos de plantas sintomadticas e em ramos de plantas assintomdticas, nas

parcelas sem o controle do psilideo, no periodo de dezembro de 2009 a maio de

2010.
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Figura 16. Dinamica de brotagdes (estidios V2 a V4) em ramos sintomdticos e

assintomdticos de plantas com sintomas de Huanglongbing e em ramos de plantas

assintomadticas, nas parcelas sem controle do psilideo, no periodo de dezembro de

2009 a maio de 2010.
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Figura 17. Dindmica de ramos vegetativos (estddios V5 e V6) em ramos sintomadticos e
assintomdticos de plantas com sintomas de Huanglongbing e em ramos de plantas
assintomadticas, nas parcelas sem controle do psilideo, no periodo de dezembro de

2009 a maio de 2010.

Tabela 1. Coincidéncia* entre a presenca de diferentes fases de Diaphorina citri com a
presenca dos estddios de brotacdo (estddio V2 a V4) e de ramos vegetativos
(estddios V5 e V6) em ramos com e sem sintomas de Huanglongbing em plantas
sintomaticas e assintomadticas, nas parcelas sem controle do psilideo, no periodo de

dezembro de 2009 a maio de 2010.

Coincidéncia com brotacoes

Psilideo/Ramo  Ramo sintomatico de = Ramo assintomatico de = Ramo de planta

planta sintomatica planta sintomatica assintomatica
Adultos 0,58 0,42 0,58
Ovos 0,75 0,83 0,58
Ninfas 0,67 0,83 0,92
Coincidéncia com ramos vegetativos
Adultos 0,75 0,83 0,58
Ovos 0,42 0,33 0,50
Ninfas 0,67 0,50 0,50

* Coincidéncia = proporcdo de avaliacdes realizadas em que a presenga ou auséncia de ambas as varidveis
avaliadas coincidiu.
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Tabela 2. Coeficientes de correlacdo do nimero médio de adultos, ninfas e ovos de
Diaphorina citri com o nimero médio de brotacdes (estidio V2 a V4) e com o
nimero médio de ramos vegetativos (estddios V5 e V6) em trés ramos sintomaticos
e assintomadticos de plantas com e sem sintomas de Huanglongbing, nas parcelas

sem controle do psilideo, no periodo de dezembro de 2009 a maio de 2010.

Coeficiente de correlacao com brotacoes

Psilideo/Ramo  Ramo sintomatico de  Ramo assintomaticode =~ Ramo de planta

planta sintomatica planta sintomatica assintomatica
Adultos 0,44 ™* 0,19 ™* 0,57 ™
Ovos 0,79 * 0,76 * -0,06 ™*
Ninfas 0,86 * 0,77 * 0,67 *

Coeficiente de correlacao com ramos vegetativos

Adultos 0,24 ** -0,04 ™* 0,45 ™*
Ovos 0,19 "* 0,22 "* 0,13 ™*
Ninfas 0,49 "* 0,18 ™* 0,69 *

* Coeficiente de correlacdo significativo (P<0,05).
** Coeficiente de correlagéo ndo significativo.

Por sua vez, na média, as ocorréncias de ovos e ninfas foram coincidentes com 79%
e 75% das ocorréncias de brotacdes nas plantas doentes, respectivamente (Tabela 1), assim
como os numeros de ovos e ninfas foram altamente correlacionados com a presenga de maior
nimero de brotagdes nas plantas com sintomas de HLB, independentemente da presenca ou
nao de sintomas no ramo (Tabela 2). Entretanto, as coincidéncias entre a ocorréncia de ovos e
ninfas com a ocorréncia de ramos vegetativos nas plantas doentes foram menores, 38% e
58%, respectivamente (Tabela 1) e os nimeros de ovos e ninfas nao foram significativamente
correlacionados com o nimero de ramos vegetativos nestas plantas (Tabela 2). Sabe-se que a
fémea do psilideo coloca os seus ovos em brotagdes bem jovens e que as ninfas se
desenvolvem durante o crescimento dos tecidos tenros destas brotagdes (Husain & Nath,
1927; Paiva, 2009).

Nas plantas assintométicas os nimeros de brotagcdes e de ramos vegetativos somente
tiveram correlacdo significativa com o niimero de ninfas € ndo com o nimero de ovos (Tabela
2). A falta de correlacdo entre o nimero de ovos com o ndmero de brotagdes nas plantas
assintomdticas deve-se a coincidéncia de apenas 58% entre a ocorréncia de ovos e a

ocorréncia de brotacdes. Embora ndo tenham sido observadas brotagdes nos estadios V2 a V4
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em plantas assintomadticas nas avaliacdes ultima quinzena de dezembro de 2009 e primeiras
quinzenas de janeiro e abril de 2010 (Figura 16), ovos de D. citri foram observados nas gemas
dormentes no estadio V1 (Figura 14). Desconsiderando estas avalia¢des, a correlacdo entre o
nimero de ovos e o nimero de brotagdes aumenta de -0,06 (P>0,05) para 0,74 (P<0,05).
Embora o nimero médio de psilideos em cada tipo de ramo avaliado variou entre as
avaliacdes, considerando o total observado em todo o periodo, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (ramos assintomdticos de planta sintomadtica, ramos
assintomdticos de planta assintomdtica e ramos de plantas assintomaticas) para 0os nimeros
médios de psilideos adultos, ninfas e ovos, indicando que niao houve preferéncia do psilideo
para um ou outro tipo de ramo com ou sem sintomas de HLB, mesmo havendo uma maior
frequéncia de plantas doentes com a presenga de psilideos durante as avaliacdes (19 a 26
doentes contra 10 a 14 assintomaticas entre as 30 plantas avaliadas de cada tipo) e um nimero
médio significativamente maior de brotacdes por planta por avaliagdo nos ramos sintomaticos
e assintomaticos de plantas com sintomas de HLB que nas plantas assintomaticas (Tabela 3).
Desta forma, no campo, a preferéncia do psilideo por uma ou outra planta de citros parece
estar muito mais associada a presenca de brotagdes nestas plantas do que ao seu estado em

relacdo ao HLB (coloracido amarelada de folhas ou presencga de voldteis atrativos).

Tabela 3. Numero médio de adultos, ovos e ninfas de Diaphorina citri e de brotacdes
(estadios V2 a V4) e ramos vegetativos (estadios V5 e V6) em trés ramos por planta
por avaliacdo de acordo com a presenga ou auséncia de sintomas de Huanglongbing
na planta e no ramo avaliado, nas parcelas sem controle do psilideo, correspondente

ao total observado no periodo de dezembro de 2009 a maio de 2010.

Setor da planta
Ramo sintomatico = Ramo assintomatico Ramo de
de planta com de planta com planta sadia F P
sintoma sintoma
Adultos 0,38 ™* 0,38 ™* 0,45 ™ 0,16 0,85
Ovos 0,37 ™ 0,54 ™* 0,77 ** 1,87 0,16
Ninfas 0,64 ™* 0,69 ™* 0,44 ™* 1,03 0,36
Brotacoes 3,11 a 3,30 a 1,66 b 67,01 0,00
Ramos veg. 533" 533" 533" 0,001 1,00

Valores com letras diferentes na linha sao diferentes entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Estudos recentes em condi¢des controladas sobre a biologia do psilideo mostram que
logo apds a liberacdo de adultos, a maior parte se dirige para as plantas com sintomas (Mann
et al., 2011) por um provavel efeito de volateis atraentes ou pela coloracao dos sintomas. Em
condi¢cdes controladas de laboratério sem que o inseto visualizasse a planta, 70% dos
psilideos foram atraidos para as plantas com sintomas de HLB (Noronha Jr., 2010). A
coloracdo mais amarelada das folhas de plantas com sintomas de HLB também sado
consideradas atrativas ao psilideo. Segundo Kawamura & Uchida (2006), os adultos de
psilideos sdo mais atraidos por superficies que nao refletem luz com comprimento de ondas
menor que 510 nm. Corroborando com estes dados, Hall et al. (2010) observaram que o
nimero de adultos atraidos em armadilhas aumentou com o aumento da porcentagem de
refletincia nas regides de comprimento de onda do amarelo (560-590nm), laranja (590-
635nm) e vermelho (635-700nm), mas diminuiu com o aumento da porcentagem da
refletancia na regido do comprimento de onda azul (450-490nm). Também observaram que
geralmente o numero de adultos capturados aumentou com o aumento da razdo das
porcentagens de comprimento de ondas vermelho/azul ou amarelo/azul, mas diminuiu com o
aumento da razdo amarelo/vermelho. Armadilhas com maior porcentagem de refletancia no
comprimento de onda na regido do amarelo que na regido do verde atrairam mais adultos,
porém armadilhas com alta razdo das porcentagens de comprimento de ondas amarelo/verde
que também tem alta porcentagem de refletdncia na regido do comprimento de onda azul
atrairam menos adultos (Hall er al., 2010). De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, no campo, porém, a producdo destes voldteis parece ser diluida e a coloragdo
amarela ter menor efeito em comparacdo com a presenca das brotagdes. Mesmo que
inicialmente os psilideos prefiram as plantas sintomaticas, de acordo com Mann et al. (2011),
sete dias apds a liberacdo, os adultos acabam se dispersando para as plantas saudaveis em vez
de permanecerem nas plantas doentes. Este comportamento, de causa ainda ndo esclarecida,

pode explicar a nao diferenca de preferéncia observada no presente trabalho.

3.2 Comparacao dos estadios fenolégicos de plantas com sintomas de HLB e de plantas
assintomaticas em duas épocas do ano

No primeiro periodo, houve a emissdo de brotacdes (estddio V2 conforme escala

descritiva da Stoller®), tanto nas plantas assintomdticas como nas sintomdticas, somente no

periodo entre 13/08/2009 e 27/08/2009. Um novo surto foi observado somente em parte das

plantas com sintomas entre 29/10/2009 e 25/11/2009 (Figura 18A e C). No segundo periodo,

as plantas sintomadticas iniciaram o primeiro surto de brotacdes no dia 13/12/2009, 14 dias
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antes das plantas assintomdticas. A partir desta data, os surtos de brotagdes nas plantas

assintomdticas e sintomdticas foram semelhantes (Figura 18B e D).
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Figura 18. Frequéncia de plantas assintométicas (A e B) e com sintomas de HLB (C e D)
com brotagdes (estddios V2 a V4), durante o primeiro (A e C) e segundo (B e D)

periodos, nas parcelas com controle de Diaphorina citri.

Em regides mais quentes, de clima tropical ou subtropical imido, o crescimento das
plantas citricas pelo desenvolvimento de ramos ocorre em trés a cinco surtos anuais bem
definidos (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996). O primeiro ocorre na primavera com ramos
vegetativos e reprodutivos e os demais no verdo e outono, quando os ramos sdo mais
compridos, vigorosos, com folhas maiores e entrens mais longos e nao produzem flores, a
ndo ser que condigdes climaticas indutivas ocorram antes da brotacdo (Medina et al., 2005). A
presenca de brotos nos estddios V3 e V4 em ramos na primeira brotacdo ocorrida no primeiro
periodo se estendeu por praticamente dois meses, tanto nas plantas assintomdticas como
sintomaticas (Figura 18A e C), enquanto que a presenga de brotagdes nos ramos no segundo
periodo foram mais curtas, de um més (Figura 18B e D). A menor duracdo da presenca de

brotagdes no segundo periodo pode ser explicada pelas maiores temperaturas maiores neste
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periodo que aceleram o crescimento dos tecidos tenros e sua mudanca de estddio fenoldgico.
Nas épocas de brotagdo no primeiro periodo, a média das temperaturas mixima, média e
minima foram respectivamente 28,9°C, 23,0°C e 17,1°C, enquanto que nos dois surtos de
brotagdo do segundo periodo foram respectivamente 31,1°C e 29,0°C, 26,4°C e 24,6°C, e
21,8°C e 20,2°C.

No primeiro periodo, a presenca de ramos vegetativos ou ramos com folhas tenras
(estadios V5 e V6) foi marcante apds o dia 27/08/2009, 14 dias ap6s o inicio das brotagdes,
sendo pequena nas plantas assintomadticas na primeira avaliacdo de 16/06/2009 e maior nas
plantas sintomdticas na avaliacdo de 15/07/2009 (Figura 19A e C). Durante o segundo
periodo, a presenca de ramos com folhas tenras ocorreu por praticamente todo periodo (Figura
19B e D). Ramos com folhas tenras sdo menos importantes para a reprodugao do inseto vetor,
mas importantes para sua alimentacdo (Husain & Nath, 1927; Paiva, 2009) na qual ocorrem a
aquisicdo e/ou inoculacdo das bactérias associadas a doenca, e para a identificacdo dos
sintomas iniciais de HLB como os ramos com folhas amarelas. As pequenas diferencas
encontradas entre plantas assintomadticas e sintomdticas quanto a presenca de ramos com
folhas tenras foram resultantes destas diferencas nas épocas e quantidades dos fluxos
vegetativos (Figura 19).

No primeiro periodo, as plantas assintomadticas apresentaram, juntamente com a
brota¢do de primavera, uma unica florada, do dia 13/08/2009 até o dia 22/09/2009, que foi
bastante uniforme, ficando a quase todo momento em 100% das plantas avaliadas (Figura
20A). No segundo periodo, nao foi observada nenhuma emissao de flores, ou segunda florada
(Figura 20B). De acordo com trabalho de Di Giorgi et al. (1990), a primeira florada da
laranjeira Valéncia no estado de Sao Paulo responde por mais de 71% da producao total desta
cultivar, sendo a segunda florada responsavel pelo restante da produgao.

As plantas sintomadticas, por sua vez, apresentaram, no primeiro periodo, a mesma
florada principal observada para as plantas assintomdticas, porém a mesma ou outra florada
iniciou-se praticamente dois meses antes de maneira irregular, isto é, em apenas 20 a 50% das
plantas. Também foram observadas floradas em uma pequena porcentagem de plantas
sintomaticas (entre 10 e 20% das plantas) apds o periodo da florada principal (Figura 20C).
No segundo periodo, foram também observadas mais duas floradas em parte das plantas
sintomadticas, a primeira na primeira quinzena de janeiro até a primeira quinzena de fevereiro

de 2010, e a segunda, na primeira quinzena de maio de 2010 (Figura 20D).



Periodo 1 - Estadios de Veg do (Ramos Vegetativos) Periodo 2 - adios de Vi céo (Ramos Vi
das Plantas Assintomaticas das Plantas Assintomaticas

Porcentagem de plantas com
ramos vegetativos
S NW AU N® ©D
cocS38853333383
Porcentagem de plantas com
ramos vegetativos
S MW RO O N @O D
coo38533338 3

* o2 o o 2 o o o o o o o @ o o o o o o o o o o )
3 3 3 8 3 3 8 3 g 3 g 2 2 g 2 2 2 2 2 g g 2 2 2
3 S 38 8 S 38 8 3 S 3 s 3 S S o5 o S o S 35 S o5 o S
§ & ¢§& § & & & & & & o € § § & & & & & & & & & &
g &~ &t -t @& & & & S S ¢ = g &8 = = g d& @ © I ¥ © ©
Q = I} I 1] ~ S S = = = = = = 2} N 1=} 3 S 3 > R ro} >
© -~ N - o -~ o ~ i< ~— 'e] ~ - -~ o -~ Y -~ o o -~
— N ~— Y o N
A Avaliagdes B Avaliagoes
O Ramos Vegetativos V5 ® Ramos Vegetativos V6 0 Ramos Vegetativos V5 ® Ramos Vegetativos V6
Periodo 1 - adios de Vi do (Ramos Vi i Periodo 2 - Estadios de Veg do (Ramos Vegetativos)
das Plantas Sintomaticas das Plantas Sintomaticas
100 100 11
£ 4 I
£ 90 E 90
@ 80 — e 80 H
£8 7 - £3 7
5 2 £ L
s E ] §E |
a S 60 aE 60
o | E— .|
3 i"’ 50 g5 50
> .|
Eg Eg 4
gE 90 22 30
28 20 €€ 2 H
5 10 - g8 W]
& 0 o 0
o 2 o o o o o o 2 o o @ o o o o o o o o o o o o
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 g 2 g 2 g 2 g 2 g 2 2
<] S 38 3 s 3 s 3 s 8 8 S <] ST S S S o S o S o S
§ § & ¢ & & & & & & & & § § & §& & & & & & o & o
g & & - & ®& 9 & S S ¢ = 8§ & - = d & & 8 I ¥ v
S - ) = 3 ~ S g = = = = = = k) N S 3 S 3 @ S Ite] >
© - « - o - N ~ 3 - rel N = - o - N - N & -
L J = & S &

C Avaliacdes D Avaliacdes

‘D Ramos Vegetativos V5 ® Ramos Vegetativos V6 ‘ ‘D Ramos Vegetativos V5 m Ramos Vegetativos V6 ‘

Figura 19. Frequéncia de plantas assintomaticas (A e B) e com sintomas de HLB (C e D)
com ramos vegetativos (estddios V5 e V6), durante o primeiro (A e C) e segundo

(B e D) periodos, nas parcelas com controle de Diaphorina citri.

A presenca de floradas irregulares e extemporaneas ja foi anteriormente relatada
para plantas afetadas por outras doencas, como Declinio e Gomose de Phytophthora
(Feichtenberger et al., 2005), interpretada como uma udltima chance destas plantas enfermas se
perpetuarem antes de morrerem. O déficit hidrico ou a baixa producdo de giberelinas pela
reducdo do sistema radicular provocada pelas doencas sdo fatores que induzem a floracdo nos
citros (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996; Monselise, 1985). E descrito na literatura que
plantas com sintomas de HLB apresentam seu sistema radicular pouco desenvolvido com
poucas radicelas, possivelmente causada pela falta de suprimento para as raizes (Salibe &
Cortez, 1966; Aubert, 1987). Adicionalmente, o crescimento de novas raizes € suprimido e as
raizes geralmente decaem a partir das radicelas (Zhao, 1981), e isto poderia estar causando
este florescimento fora de época nas plantas com maior severidade de doenca. Este trabalho €
pioneiro em quantificar e mostrar que plantas afetadas pelo HLB também geram floradas

irregulares e extemporaneas em plantas de laranjeiras.



28

Periodo 1 - Estadios de Forescimento nas Plantas Assintomaticas Periodo 2 - Estadios de Florescimento nas Plantas Assintomaticas
100 100
£ 90 (1 g 90
3
a 80 [ 8 80
Eo 70 So 70
§2 s2
E E 60 [ [ E 60
S £ 50 8 s 50
£ g 40 | £9 40
g2 30 22 30
s 20 t 20
@
g 10 ] g 10
o 0 a 0
2 o o 2 o o 2 o 2 o o @ @ ® © o o o ©o o o o o o
2 3 3 2 3 3 3 3 3 3 3 3 2 g 2 28 8 8 2 2 & 8 & 2
S [=] [=] S [=] [=] S [=] S [=] [=] S [=] [=1 o o o [=] o o [=] o [=] [=]
g N N o q q g g g g N o I} g g g g I} g g g g I} I}
g & § & @ @ ¢ @& S 9o = = 8§ & = = d& 9 & o ¥ ¥ v v
b - Iro) = > N S N = = = = = = > N S 3 S 5 D N I} )
] © & 2 & 2 & X g = I 5 s - & 2 & 2 J & *
Avaliagoes Avaliagcoes
A @ Floresci R1 O Florescil R2 O Florescil R3 O Flor B @ Florescimento R1 O Florescimento R2 O Florescimento R3 O Florescimento R4
@ Floresci R5 @ Florescil R6 @ Florescil R7 @ Florescimento R5 m Florescimento R6 @ Florescimento R7
Periodo 1 - Estadios de Floresci nas Plantas Sir ati Periodo 2 - Estadios de Florescimento nas Plantas Sintomaticas
100 100
£ 90 £ 90
o 80 —— o 80
b1 8
Eg 70 Eo 70
a§ 60 i a5 60
3E w0 3 E 50
3 @
§8 4 E2 4
g2 3 g2 30
§ 20 —— E 20
Sl P
o 0 m a lh o 0
D [+ 2] 2] [+ 2] [+ [+ 2] [+ D D [+ D o o o o o o o o o o
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 g 3 2 e 2 2 2 2 2 2 2 2
s 8 8 8 8 s 8 8 3 8 S 8 s 3 S 5 S o S S o S & o
g I I I g g N N g g g g I} I} g g I} I} g g N g g g9
© ~ ~ ~ «© <) (= (= S = -~ -~ o o - - o o [ [ 3 = 2] 2]
I - o) S > N S S = = = = = = 2} N S 3 =} 3 £ N [} >
52 — Y — Y — Y ~ g had L(N) B b~ -~ o — Y -~ N N —
Avaliacoes Avaliacoes

O Florescimento R1 O Florescimento R2 O Florescimento R3 O Florescimento R4 D
@ Florescimento R5 @ Florescimento R6 @ Florescimento R7

o Florescimento R1 O Florescimento R2 0 Florescimento R3 & Florescimento R4
@ Florescimento R5 m Florescimento R6 m Florescimento R7

Figura 20. Frequéncia de plantas assintomaticas (A e B) e com sintomas de HLB (C e D)
com diferentes estddios de florescimento (estddios R1 a R7), durante o primeiro (A

e C) e segundo (B e D) periodos, nas parcelas com controle de Diaphorina citri.

Embora parte das plantas sintomaéticas tenha florescido mais vezes e fora da época
principal, nos dois periodos de avaliagdo, ndo foram observadas diferencas no periodo de
ocorréncia dos estadios de frutificacdo em relagdo as plantas assintomadticas (Figuras 21 e 22),
tanto para frutos jovens e verdes, como para frutos em fase final de crescimento e de
maturacdo. Aparentemente, as floradas fora de época em algumas plantas sintomdticas nao
resultaram em frutos vidveis ou os frutos produzidos cairam precocemente durante o inicio do
seu crescimento em func¢do da doenca. Esta tdltima hipdtese pode ser observada no final do
primeiro periodo de avaliacdo, quando houve um florescimento no final de outubro/2009 em
aproximadamente 30% das plantas sintomdticas (Figura 20C), foram formados frutos a partir

desta florada, mas estes frutos ndo permaneceram nas plantas até a maturacao (Figura 22C).
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Figura 21. Frequéncia de plantas assintométicas (A e B) e com sintomas de HLB (C e D)

com diferentes estddios de frutos jovens até metade do tamanho final (estddios F1

a F4), durante o primeiro (A e C) e segundo (B e D) periodos, nas parcelas com

controle de Diaphorina citri.
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Figura 22. Frequéncia de plantas assintomaticas (A e B) e com sintomas de HLB (C e D)
com diferentes estidios de frutos com 3/4 do tamanho final até o final da
maturagdo (estddios F5 a F8), durante o primeiro (A e C) e segundo (B e D)

periodos, nas parcelas com controle de Diaphorina citri.

3.3 Caracterizacao dos sintomas da doenca em funcao da época do ano e do estadio
fenolégico das plantas com sintomas de HLB
3.3.1 Progresso dos sintomas foliares e em ramos e relagdo com os estadios fenolégicos das
plantas

No primeiro periodo, os sintomas foliares iniciais de HLB nas plantas sintomaticas
recém encontradas, da segunda quinzena de junho/2009 a primeira quinzena de agosto de
2009, se caracterizaram pela presenga de nervuras centrais amareladas e sintomas
considerados sugestivos (Figura 23A). O sintoma de nervura central amarelada permaneceu
em todas as plantas até a terceira avaliacdo (15/07/2009), a partir da qual a sua frequéncia foi
diminuindo até 13/08/2009, depois da qual voltou a se manifestar em todas as plantas por
duas semanas e novamente caiu para uma baixa frequéncia nas avaliacdes do final de
setembro de 2009 ao final de outubro de 2009, quando depois voltou a ser bastante frequente.

Os sintomas foliares considerados sugestivos foram bastante frequentes durante praticamente
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todo o primeiro periodo. Neste primeiro periodo, a frequéncia de folhas com mosqueado
difuso assimétrico tipico de HLB foi muito baixa ou ausente até a avaliacio do dia
13/08/2009. Este sintoma de mosqueado foi observado em alta frequéncia nas plantas apenas
nas avaliacdes de 27/08/2009, 22/09/2009 e de 29/10/2009 a 25/11/2009. Ramos com folhas
apresentando amarelecimento generalizado foram observadas com alta frequéncia apenas nas
avaliacdes de 27/08/2009, 29/10/2009 e 11/11/2009, coincidindo com alta frequéncia de
plantas com sintomas de mosqueado difuso assimétrico.

No segundo periodo, os sintomas de nervura central amarelada e os duvidosos e
sugestivos também foram os sintomas iniciais observados nas plantas sintomdticas recém
encontradas (Figura 23B). Neste periodo a frequéncia dos sintomas de nervura central
amarelada permaneceu alta da primeira quinzena de dezembro de 2009 até a primeira
quinzena de fevereiro de 2010, praticamente desaparecendo do final de fevereiro até o inicio
de abril, quando voltou a ser bastante frequente, mais depois voltou a diminuir e desaparecer
até o final do periodo. Os sintomas foliares duvidosos foram bastante frequentes durante todo
o segundo periodo com excecdo nas avaliagdes do més de marco de 2010. Por sua vez os
sintomas sugestivos apareceram em menor frequéncia no inicio, talvez porque desde o inicio
j4 havia uma boa frequéncia de sintomas de mosqueado difuso assimétrico. Nos periodos em
que a frequéncia de mosqueado difuso assimétrico foi elevada, de fevereiro a maio de 2010,
as frequéncias de sintomas sugestivos foram menores, com excecdo das avaliacdes de
fevereiro de 2010 e da primeira avaliagdo de abril de 2010. Em todas as avalia¢des feitas no
segundo periodo, a frequéncia de plantas com sintomas de mosqueado difuso assimétrico foi
acima de 25%, e em mais de 66% das avaliacdes foi acima de 90%. Neste segundo periodo,
folhas com sintomas de amarelecimento generalizado foram encontradas com alta frequéncia
a partir da avaliagdo de 10/02/2010 até a dltima avaliacdo, porém em menor frequéncia (entre
40 a 50%) nas ultimas quatro avaliagdes. Neste periodo, a presenca de ramos com folhas com
amarelecimento generalizado também coincidiu com a alta frequéncia de folhas com
mosqueado difuso assimétrico.

Nao foi observada uma relagdo clara entre a frequéncia dos diferentes tipos de
sintomas foliares com algum estddio fenoldgico especifico nas plantas sintomadticas, sendo
que estes tipos de sintomas foram observados tanto nos periodos de auséncia como de
presenca de vegetacdo nova, flores e frutos nas plantas sintomaéticas. Ao que parecem, estes
sintomas de folhas com nervura central amarelada, ou com sintomas sugestivos representam
apenas um estddio inicial dos sintomas de HLB que antecedem ao sintoma tipico de

mosqueado difuso assimétrico.
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Figura 23. Frequéncia de plantas com determinado tipo de sintoma foliar de Huanglongbing,
durante o primeiro (A) e segundo (B) periodos, nas parcelas com controle de

Diaphorina citri.
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Comparando-se as condi¢des climdticas dos dois periodos estudados, observou-se
que no segundo periodo as temperaturas e precipitagdes pluviométricas foram maiores que as
do primeiro periodo (Figura 24). No periodo de junho a novembro de 2009, na média as
temperaturas minima, média e maxima foram respectivamente 15,6 °C, 22,0 °C e 28,4 °C e a
chuva acumulada foi de 593 mm. No periodo de dezembro de 2009 a maio de 2010, na
médias as temperaturas minima, média e maxima foram respectivamente 20,5 °C, 25,1 °C e
29,5 °C e a chuva acumulada foi de 593 mm. Em nenhum dos periodos foram observadas
temperaturas maximas acima de 35 °C e que pudessem causar alguma remissdo dos sintomas
foliares da doenca (Lopes et al., 2009b; Gasparoto et al., 2011). Entretanto, no primeiro
periodo, as temperaturas minimas abaixo dos 15 °C parecem ter interferido no aparecimento
dos sintomas tipicos do HLB. Folhas com mosqueado difuso assimétrico comegaram a ser
observadas quando as temperaturas minima passaram dos 15 °C e as médias passaram dos 20
°C (Figura 24A), assim como as folhas com sintomas de amarelecimento generalizado. O
aparecimento do sintoma de mosqueado difuso nas folhas estd associado ao actimulo de
amido e consequente destrui¢do dos cloroplastos nas folhas devido a degeneracdo dos vasos
do floema pela acdo das bactérias associadas ao HLB (Albrigo & Achor, 2011). Maiores
concentragdes das bactérias associadas ao HLB foram encontradas em temperaturas entre 17 e
27 °C (Lopes et al., 2009b; Gasparoto et al., 2011). Assim, as temperaturas maiores que 15 °C
e menores que 35 °C, no segundo periodo, podem ter acelerado o metabolismo foliar,
aumentado a concentragdo bacteriana nos tecidos e, consequentemente, acelerado a expressao
dos sintomas de mosqueado e amarelecimento foliar.

A menor frequéncia de sintomas mais tipicos de HLB nas folhas, como o mosqueado
difuso assimétrico, no primeiro periodo de avaliacdo, que corresponde a grande parte do
segundo semestre do ano, pode explicar a menor frequéncia de plantas encontradas pelas
equipes de inspec¢des de HLB no campo nesta época do ano em relagdo ao primeiro semestre,
representado pelo segundo periodo de avaliacdo, cuja frequéncia destes tipos de sintomas
foliares é maior (Bassanezi ef al., 2010).

Sintomas relacionados a deficiéncia de zinco, como clorose internerval nas folhas e
ramos com internddios curtos também foram observados em ambos os periodos de avaliagao
nas plantas com HLB, mas ndo nas plantas assintomaticas (Figura 25). O zinco é um
micronutriente importante, pois participa da producdo de hormoénios de crescimento e da
ativacdo de enzimas. A sua deficiéncia provoca principalmente a reducdo de tamanho das
novas brotacdes e das folhas, além de um amarelecimento acentuado do limbo, entre as

nervuras secunddrias, sendo que as nervuras principais permanecem verdes (Rossetti, 2001).
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Sintomas de deficiéncia de zinco aparecem frequentemente em plantas com HLB e
possivelmente sdo induzidos pela presenca do patégeno (Da Graga, 1991; Bové, 2006), assim
como em plantas citricas com outras doengas, como Declinio, Tristeza e Clorose Variegada

dos Citros (Rossetti, 2001, Feichtenberger et al., 2005).
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Figura 24. Dados de temperatura (minima, média e mdxima) e de precipitacdo pluviométrica
na drea do experimento entre o periodo de 16 de junho de 2009 a 20 de maio de

2010.
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Periodo 1 - Sintomas de Deficiéncia de Zinco nas Plantas das
Parcelas com Controle do Vetor
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Figura 25. Frequéncia de plantas com sintomas de deficiéncia de zinco (folhas com clorose
internerval e ramos com internddios curtos), durante o primeiro (A) e segundo (B)

periodos, nas parcelas com controle de Diaphorina citri.

Ambos os sintomas de clorose internerval nas folhas como de internddios curtos,
apareceram somente nas Ultimas avaliagdes em ambos os periodos, mas ndo em todas as
plantas (Figura 25). Plantas com ramos com internddios curtos foram mais frequentes (40 a
73% no primeiro periodo e 23 a 97% no segundo) que plantas com folhas com clorose
internerval (10 a 17% no primeiro periodo e 13 a 97% no segundo). As frequéncias de plantas
com estes sintomas foram crescendo com o tempo e parecem estar associadas mais ao

aumento da severidade dos sintomas nas plantas, do que a algum estddio fenoldgico
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especifico ou variacdo de temperatura dentro de cada periodo. No segundo periodo a
frequéncia de plantas com sintomas de deficiéncia de zinco foi maior em fung¢do da maior
severidade dos sintomas da doenca neste periodo. Este sintoma de deficiéncia de zinco
induzida pode ser considerado como sendo o ultimo sintoma foliar de HLB a aparecer.

No primeiro periodo, a frequéncia de desfolha nas plantas com sintomas de HLB foi
bastante elevada na segunda quinzena de julho, induzindo uma forte brotagdo nas semanas
seguintes (Figura 26A). Nesta época, a severidade média dos sintomas de HLB estava entre
10 e 15%. Entretanto, neste caso, esta desfolha ndo pode ser atribuida exclusivamente ao
HLB, mas sim complementar ao efeito do periodo de estresse hidrico nos meses de maio a
julho de 2009 (apenas 132 mm acumulado em 9 dias de chuva de um total de 92 dias) (Figura
24B), pois a mesma desfolha e inicio de brotacio foram observados nas plantas
assintomdticas nesta época (Figura 18A e C). Também, observou-se que a brotagao no final
do primeiro periodo ndo foi induzida pela desfolha das plantas com HLB como se poderia
sugerir anteriormente, e sim pela inducgado floral provocada pela doenca. No segundo periodo,
quando a severidade média da doenca estava entre 8 e 11% em janeiro de 2010, também foi
observada alta frequéncia de plantas com desfolha seguida por nova brotagao antecipada nas
plantas sintométicas (Figura 26B e Figura 18B e D). Esta desfolha de janeiro de 2010, nao foi
observada nas plantas assintomdticas € nao pode ser atribuida ao déficit hidrico, pois de
dezembro de 2009 a janeiro de 2010 foram acumulados 540 mm em 24 dias de chuva de um
total de 62 dias (Figura 24B). No més de margo e inicio de abril de 2010, foi observada
novamente outra desfolha das plantas sintomadticas, muito provavelmente causada pela alta
severidade da doenca nestas plantas (média entre 38 € 50% no final de fevereiro e inicio de
marg¢o de 2010). A precipitagcdo pluviométrica acumulada de fevereiro a mar¢o de 2010 foi de
204 mm, sendo 80 mm apenas no dia 01/03/2010 (Figura 24B). Entretanto, esta desfolha de
marco de 2010 ndo foi suficiente para adiantar a emissao das brotagdes em relacdo as plantas
assintomdticas (Figura 18B e D).

Como os sintomas de deficiéncia de zinco e de desfolha ndo ocorrem durante todo o
ano, em todas as plantas afetadas e podem ser causados também por outros fatores que nao o
HLB, eles nao devem ser tomados como sintomas chaves para a identificacdo desta doenca,

mas como sintomas complementares.
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Periodo 1 - Sintomas de Desfolha e Brotacoes Iniciais nas
Plantas das Parcelas com Controle do Vetor
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Figura 26. Frequéncia de plantas com sintomas de desfolha e brotacdes iniciais (estddios V2
e V3), durante o primeiro (A) e segundo (B) periodos, nas parcelas com controle

de Diaphorina citri.

3.3.2 Progresso dos sintomas em frutos e relacdo com os estadios fenoldgicos das plantas

Alta frequéncia de plantas com frutos deformados nas plantas com HLB (acima de
70%) foi observada desde a primeira deteccao destas plantas pelos avaliadores em 07/12/2009
no periodo (Figura 27A). Isto pode indicar que os sintomas em frutos e folhas surgiram ao
mesmo tempo, ou, mais provavelmente, que os frutos da florada do ano anterior ja estavam
sendo afetados pela doenca antes do aparecimento dos sintomas foliares e ndo chamaram a

atencao dos inspetores nas avaliagdes anteriores. Estes frutos deformados quando encontrados
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pela primeira vez ja estavam com % a %2 do seu tamanho final, estddios F5 e F6 (Figura 22C),
respectivamente, porém s6 foi observada alta frequéncia plantas com queda de frutos (acima
de 70%) (Figura 27A), quando atingiram os estadios finais de maturag¢ao (F7 e F8), na mesma
época em que os frutos das plantas assintomaéticas (Figura 22A e C). No més de outubro de
2009, apos a colheita dos frutos da florada anterior e da florada de setembro de 2009,
observou-se uma pequena frequéncia de frutos deformados nas plantas (Figura 27A) entre 5 a
20 mm de diametro (estadio F1 e F2 — Figura 21C). Entretanto, no més de novembro de 2009,
a frequéncia de plantas com frutos deformados nos estadios F2 a F5 (Figuras 21C e 22C) foi
bastante acentuada, ja havendo pequena frequéncia de queda de frutos, abaixo de 5% (Figura
27A). Isto indica que frutos deformados de laranjeira Valéncia, e provavelmente de baixa
qualidade, cujos sintomas foliares aparecem no segundo semestre tem grande chance de serem
colhidos e serem levados para a industria, enquanto que os frutos formados na florada
seguinte terdo maior indice de queda precoce.

Nas plantas com HLB detectadas pela inspecao no segundo periodo, a presenca de
frutos deformados somente foi observada pela primeira vez na avaliacdo do dia 13/01/2010
(Figura 27B). De 13/01/2010 até o dia 24/02/2010 a presenca de frutos deformados foi
observada em 13% das plantas avaliadas (Figura 27B) quando os frutos estavam entre os
estddios F4 e F6 (Figuras 21D e 22D) e apds este periodo sua frequéncia aumentou para 60%
ou mais de plantas. Nesta fase os frutos estavam na fase F5 e F6. A presenca de frutos caidos
foi observada em pouco mais de 30% das plantas do final de fevereiro e em todo o més de
marco de 2010, sendo que nas avaliacdes seguintes houve um acréscimo nas freqiiéncias
chegando a pouco mais 60% até o final deste periodo (Figura 27B). Neste caso, observou-se
que a medida que os frutos vao se desenvolvendo nos ramos de plantas ja com sintomas da
doenca, eles vao ficando deformados e caem precocemente, antes de atingir a maturagao.
Entretanto, isto ndo ocorre em todas as plantas com sintomas iniciais de HLB.

Frutos deformados ocorrem durante todo o ano e numa alta frequéncia de plantas
doentes, sendo um sintoma bastante util para a identificacdo de plantas com sintomas de HLB
e, em alguns casos, até antes do aparecimento dos sintomas foliares, principalmente do
mosqueado difuso assimétrico, como observado no segundo semestre (primeiro periodo).

Em ambos os periodos, a queda de frutos coincidiu com a presenca de ramos com
folhas apresentando mosqueado difuso assimétrico e de folhas com amarelecimento
generalizado. Estudos posteriores devem ser realizados para indicar qual € o significado desta

possivel relagao.
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Infelizmente, o acompanhamento do progresso dos sintomas e dos estddios
fenoldgicos nas plantas sintomdticas ndo foi possivel ser realizado ao longo de um ano
completo para cada planta detectada, em cada época do ano, pela necessidade de erradicacdo
das plantas de acordo com a legislacdo vigente, o que limitou em parte as conclusdes deste
trabalho. Também, neste trabalho foi estudado o comportamento da doenca em apenas uma
variedade de laranja e outras variedades podem se comportar de maneira diferente. Mesmo
assim, as observagdes realizadas neste trabalho podem ser tteis em direcionar e melhorar a

eficiéncia das equipes de inspe¢do de HLLB nas propriedades.
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Figura 27. Frequéncia de plantas com sintomas de frutos deformados e queda de frutos,
durante o primeiro (A) e segundo (B) periodos, nas parcelas com controle de

Diaphorina citri.
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3.4 Progresso da severidade dos sintomas nas plantas doentes, em parcelas com e sem
tratamento com inseticidas, em duas épocas do ano.

Dentro de cada periodo, o padriao de progresso da severidade dos sintomas de HLB
foi bem parecido entre as plantas com e sem controle do vetor (Figura 28). Embora o HLB
seja uma doenga sist€émica, como ndo foi contabilizada a desfolha na avaliacdo da severidade
da doenca, observou-se que em todos os tratamentos o progresso ndo foi acumulativo,
havendo periodos de queda e posterior aumento. No primeiro periodo, a queda nos valores de
severidade ocorreu apds a avaliagdo do dia 29/07/2009, tanto nas plantas com sem controle do
vetor, e no dia 25/11/2009 somente (Figura 28A e C). No segundo periodo, a queda ocorreu
na avaliacdo do dia 27/01/2010 nas plantas sem controle do vetor e nas avaliacdes apds o dia
24/03/2010, tanto nas plantas com sem controle do vetor. Os momentos das quedas nos
valores de severidade da doenca coincidiram com os momentos posteriores as desfolhas e
emissoes de novas brotacdes (Figura 26). Em ambos os periodos, os valores maiores de
severidade foram atribuidos nos momentos em que haviam menores frequéncias de plantas
com sintomas foliares suspeitos e de folhas com nervuras amarelas e maiores frequéncias de
plantas com sintomas de mosqueado difuso assimétrico e de ramos com folhas amareladas
(Figura 23). Desta forma, em trabalhos que envolvam a avaliacdo da severidade de HLB se
deve estar atento a estes detalhes e dificuldades na avaliagdo, procurando padronizar os
momentos de avaliacdo para que possam ser comparados posteriormente.

Dentro de cada periodo avaliado, a severidade inicial dos sintomas nao diferiu entre
os tratamentos com e sem aplicacdo de inseticidas, mas foi menor na avaliacdo de junho em
relacdo a dezembro (5,0 e 9,2% respectivamente) (Tabela 4). A independéncia da severidade
inicial dos sintomas de HLB em plantas detectadas apds inspe¢des quinzenais com o controle
ou ndo do vetor aplicado nestas plantas poderia ser um indicativo de que a severidade inicial
dos sintomas depende somente da taxa de aloinfeccdo, isto €, da quantidade de infeccdes
provenientes de psilideos migrantes que ocorreram durante todo o periodo até que os sintomas
fossem expressos. Para esta hipdtese estar correta, o programa de controle do vetor aplicado
neste experimento nao foi suficiente para reduzir significativamente a quantidade de
aloinfe¢Oes primadrias e uma vez que o psilideo infectivo migrante infecta uma planta ele ndo a
infecta mais em outros ramos, ou seja, ndo hd aloinfec¢des secunddrias mesmo nas plantas
sem controle do vetor, o que € pouco provdvel. Outra possivel explicacdo para isto seria que
as severidades iniciais encontradas refletem o limite humano (ou da equipe de inspetores) para
a detec¢do visual dos sintomas de HLB em cada época do ano, provavelmente em funcio da

presenca dos sintomas de folhas com mosqueado difuso assimétrico e nervuras amareladas,
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tipicos da doenca. Como j& apresentado anteriormente, na primeira avaliagdo do segundo
periodo havia uma maior frequéncia de plantas com folhas apresentando mosqueado difuso
assimétrico, enquanto que na primeira avaliacdo do primeiro periodo este sintoma nao foi
notado em nenhuma planta. Como as inspe¢des foram realizadas com uma alta frequéncia, as
plantas selecionadas foram somente aquelas cujos sintomas chamaram a ateng¢do dos

inspetores na ultima avaliacao.
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Figura 28. Progresso da severidade dos sintomas de Huanglongbing nas plantas com (A e B)
e sem (C e D) controle de Diaphorina citri no primeiro (A e C) e segundo (B e D)

periodos de avaliacdo (média de 30 plantas + erro padrdo da média).
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Por outro lado, a severidade final ndo diferiu entre o primeiro e segundo periodos
(Tabela 4). Observando na Figura 28, a velocidade de aumento da severidade de HLB no
inicio do segundo periodo (primeiro semestre) foi maior que no inicio do primeiro periodo
(segundo semestre). Entretanto, devido as desfolhas e emissdes de brotacdes novas como
mencionado anteriormente, a severidade da doenca ao final dos dois periodos foi a mesma,
assim como as velocidades de aumento da doenca calculadas para o periodo todo (Tabela 4).
Devido as variacdes no progresso da severidade de HLB dentro de cada periodo, a melhor
estratégia para comparar os periodos e o controle do inseto vetor no progresso da severidade
foi pela AACPS que incorpora todas as variagdes no tempo do inicio da doenca, severidade
inicial e final, e velocidades (Campbell & Madden, 1990). Quando considera-se o progresso
da severidade por todo o periodo, observou-se AACPS média 41% maior no segundo periodo

em relacdo a AACPS média do primeiro periodo.

Tabela 4. Média (£ erro padrao da média) das severidades inicial e final, da velocidade de
progresso da severidade e da area abaixo da curva de progresso da severidade
(AACPS) dos sintomas de Huanglongbing no primeiro (16/06/2009 a 25/11/2009)
e segundo (07/12/2009 a 19/05/2010) periodos e nas plantas com e sem controle de

Diaphorina citri.

Severidade Severidade Velocidade da AACPS
inicial (%) final (%) severidade*
Periodo
Primeiro 50+£29b  433+14,0™ 0,020 £0,007™  4.382,2+200,4b
Segundo 92+39a 454+12,8™ 0,018+0,006™ 7.3852+218,1a

Controle do vetor
Com controle 6,5+3,7"* 390+ 98b 0,017 £0,005b 5.039,4 +2614Db
Sem controle 7,7 +42"% 49,7+ 144 a 0,022 +0,007a 6.7279+267,7 a

* Pontos percentuais por dia no periodo.
Valores com letras diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Quando se compara a velocidade de aumento da severidade da doenga, a severidade
final e a AACPS entre as plantas com e sem controle do inseto vetor dentro no mesmo
periodo, verificou-se que ambas foram maiores nas plantas sem controle do inseto vetor
(Tabela 4). A maior velocidade de aumento da severidade nas plantas sem controle do inseto
vetor deve estar relacionada a maior ocorréncia de aloinfec¢des (primdrias e/ou secunddrias) e
auto-infeccdes nestas plantas do que nas plantas com controle do psilideo, uma vez que os
psilideos infectivos permanecem por mais tempo se alimentando e transmitindo a bactéria
associadas ao HLB nestas plantas. Geralmente, os inseticidas aplicados sobre as folhas de
citros sdo eficientes para o controle dos insetos vetores quando eles entram diretamente em
contato com os insetos no momento da aplicacdo ou quando os insetos entram em contato
com eles quando depositados na superficie das folhas. A rapida acdo destes produtos sobre os
insetos vetores antes da sua alimentacdo nas folhas impedem inoculacdo de patégenos caso ja
estejam infectados e a aquisicdo dos patdgenos vasculares pelos insetos sugadores e sua
posterior inoculagdo em novas plantas (Miranda et al., 2011; Serikawa et al., 2011).
Adicionalmente, produtos sist€émicos aplicados no solo ou via drench controlam os insetos
vetores quando estes atingem os vasos da planta (xilema e floema) durante seu processo de
alimentacdo e entram em contato com o produto na ingestdo, sendo excelentes para evitar a
aquisicdo dos patégenos pelos vetores, mas menos eficientes em evitar a inoculagdo,
principalmente pela primeira salivacao do inseto nos vasos da planta (Miranda et al., 2011;
Serikawa et al., 2011). Ambos os inseticidas apresentam eficiéncia em controlar as
aloinfec¢des primdrias, mas sao muito mais eficientes em evitar as aloinfec¢des secundarias e
as auto-infeccgdes, todas responsdveis por aumentar a severidade do HLB nas plantas doentes.

Embora ja tenha sido comentado e recomendado, tanto no Brasil como nos E.U.A.,
que nos pomares onde ndo se realiza mais a erradicacido das plantas com sintomas de HLB
dever-se-ia manter um controle sistematico de D. citri, tanto para evitar que a bactéria seja
adquirida nestas plantas e transmitida para outras plantas e pomares, como para que O
progresso da severidade dos sintomas fosse reduzido, este € o primeiro trabalho que mostra a
importancia da continuidade do controle sistematico do psilideo na redugdo da velocidade de

progresso da severidade de HLB nas plantas infectadas.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas condi¢des e periodos em que as avaliagdes foram
realizadas, pode-se concluir que:
- Em condi¢des de campo, a preferéncia de D. citri pelas plantas ocorre mais pela presencga de
brotagdes que pelo seu status com relagdo ao HLB;
- Plantas com sintomas de HLB tém maior nimero de brotacdes por planta, brotacdes
adiantadas e com maior frequéncia que plantas assintomadticas, assim como florescem mais
vezes € de maneira desuniforme, porém os frutos produzidos nestes florescimentos ndo
chegam a atingir a maturagao;
- O aparecimento e desenvolvimento dos sintomas foliares aparentemente ndo dependem dos
diferentes estadios fenoldgicos das plantas sintomaticas, mas das condi¢cdes de temperatura.
Inicialmente, sdo observados sintomas de nervura central amarelada e sintomas duvidosos e
suspeitos que evoluem para sintomas de mosqueado difuso assimétrico e amarelecimento
generalizado das folhas;
- Sintomas foliares tipicos do HLB, como o mosqueado difuso assimétrico e ramos com
folhas amareladas, sdo observados com maior frequéncia no primeiro semestre do ano e
podem estar associados a maior severidade inicial e detec¢do das plantas sintométicas pelas
equipes de inspecao neste periodo;
- Sintomas de deficiéncia de zinco podem ser considerados como os ultimos sintomas foliares
observados nas plantas com HLB e estdo relacionados ao aumento da severidade da doenca;
- Frutos deformados ocorrem durante todo o ano e numa frequéncia alta, sendo um sintoma
bastante util na identificacdo de plantas com HLB e em alguns casos até antes do
aparecimento dos sintomas foliares, principalmente do mosqueado difuso assimétrico, como
observado no segundo semestre;
- Frutos deformados de laranjeira Valéncia cujos sintomas foliares aparecem no segundo
semestre tem grande chance de serem colhidos, enquanto que os frutos formados na florada
seguinte terdo maior indice de queda precoce antes da colheita;
- A avaliacdo do progresso da severidade de HLB é prejudicada pela desfolha e pela emissao
de novas brotagdes nas plantas afetadas, tornando a curva de progresso da severidade varidvel
ao longo do tempo;
- A severidade inicial dos sintomas de HLB em plantas detectadas apds inspecdes quinzenais

independe do controle do inseto vetor aplicado nestas plantas, indicando que a severidade
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inicial dos sintomas depende mais do limiar para a detec¢do visual dos sintomas pelos
inspetores em determinada época do ano;

- A AACPS no primeiro semestre € maior que no segundo semestre;

- O controle sistemdtico do inseto vetor reduz a velocidade de aumento da severidade dos
sintomas de HLB nas plantas e consequentemente a AACPS e severidade final da doenca. A
maior velocidade de aumento da severidade nas plantas sem controle do inseto vetor deve
estar relacionada a maior ocorréncia de aloinfeccdes (primdrias e/ou secunddrias) e auto-

infeccdes nestas plantas do que nas plantas com controle do psilideo.
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