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Evolucao da infeccao por Candidatus Liberibacter asiaticus e dos sintomas
de huanglongbing em plantas citricas no sul do Triangulo Mineiro e regiao
central do Estado de Sao Paulo

Autor: Walter José Queiroz Furtado de Mendonca
Orientador: Silvio Aparecido Lopes

Resumo

O cinturdo citricola brasileiro ocupa drea que se estende do sul ao norte do Estado de Sao
Paulo (SP) englobando parte do Tridngulo Mineiro (TM), envolvendo regides de distintas
condi¢Oes edafocliméticas. Historicamente o verdo tem sido mais quente e o inverno mais
seco no norte que nas demais regides. O Huanglongbing (HLB) estd presente em todas, porém
atingindo menores incidéncias nos extremos norte e sul. Aparentemente, no norte os sintomas
de HLB também progridem mais lentamente dificultando o reconhecimento das plantas
doentes. Visando determinar se a evolucdo dos sintomas e da infecc@o diferia entre regides e
se possiveis diferengas estariam associadas ao clima, plantas adultas com HLB foram podadas
e engaioladas com tela antiafidica na fazenda Santa Maria (SM), municipio de Analandia,
centro de SP, na fazenda Portal de Minas (PM), municipio de Frutal, sul do TM, e fazenda
Rio Verde/Vale Verde (RV/VV), também no sul do TM. Estas plantas foram avaliadas a cada
dois ou trés meses por um ano. As avaliacdes foram feitas em um ramo marcado, no qual se
determinou a propor¢do do numero de folhas com diferentes tipos e niveis de sintomas (4 de
mosqueado e 4 de deficiéncia). Folhas e ramos também foram analisadas por qPCR. Data
loggers registraram a temperatura do ar e umidade relativa de hora em hora. As porcentagens
de mosqueado e deficiéncia mineral e os titulos bacterianos em folhas e ramos diferiram entre
regides e épocas do ano. As porcentagens de mosqueado foram similares na SM e PM e mais
altos nestes locais do que na RV/VV. As porcentagens de deficiéncia foram similares na SM e
RV/VV e mais altos nestes locais do que na PM. Na RV/VV os titulos bacterianos foram
menores que nas duas outras fazendas. Andlise de regressdo indicou correlagdo positiva entre
umidade relativa acima de 50% e niveis de mosqueado, e correlagdo negativa entre 0 mesmo
fator climdtico e niveis de deficiéncia mineral. Embora ndo estudado, suspeita-se que a
fertilidade do solo tenha também papel preponderante em determinar os niveis de deficiéncia
mineral associados ao HLB. Visto que sintomas iniciais de HLB podem facilmente ser
confundidos com sintomas iniciais de deficiéncia mineral, a predominancia de sintomas de
deficiéncia mineral leve na RV/VV explica a maior dificuldade de reconhecimento de plantas
com HLB neste local e a maior dependéncia do teste de PCR para a correta diagnose da
doenca. Visando determinar se as Liberibacters dos trés locais poderiam diferir em
patogenicidade e se o ambiente também estaria influenciado a viabilidade de bactéria, ramos
foram removidos das plantas em maio, agosto e dezembro de 2013 e fevereiro de 2014 e
usados para inocular plantas sadias em casa de vegetacdo. As plantas manifestaram tipos
similares de sintomas para os trés locais de origem de indculo, sugerindo niveis similares de
patogenicidade. Os titulos nos borbulhdes coletados se associaram positivamente com
temperaturas abaixo de 15°C e negativamente com temperaturas acima de 30°C, corroborando
outros estudos envolvendo folhas maduras e brotacgdes.

Palavras-chave: clima, Citrus spp., mosqueado, deficiéncia mineral.
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Evolution of infection Candidatus Liberibacter asiaticus and symptoms of
huanglongbing in citrus trees in southern Triangulo Mineiro and the
central region of Sao Paulo State.

Autor: Walter José Queiroz Furtado de Mendonca
Orientador: Silvio Aparecido Lopes

Abstract

The Brazilian citrus belt occupies area that extends from south to north of the State of Sao
Paulo (SPS) covering part of the Tridngulo Mineiro (TM), involving regions with distinct soil
and climatic conditions. Historically the summer has been hotter and the winter drier in the
north than in other regions. Huanglongbing is present everywhere but has reached lower
incidences in the extreme north and south. Apparently, in the north HLB symptoms also
progress more slowly, making difficult field recognition of diseased plants. In order to
determine whether the symptom and infection progress differ between regions, and if possible
differences could be linked to the climate, adult plants with symptoms of HLB were pruned
and caged within screened structure in the farms Santa Maria (SM) in Analandia, located in
the center SPS, and Portal de Minas (PM) in Frutal, and Rio Verde/Vale Verde (RV/VV) in
Comendador Gomes, both located in the south TM, Minas Gerais State, and evaluated every
two or three months for one year. The evaluations were made in a selected branch in which it
was determined the proportion of leaves with the different types and levels of symptoms (4
for mottling and 4 for mineral deficiency). Leaves and branches also were sampled for gPCR
analysis. Data loggers recorded air temperature and relative humidity every hour. The
percentage of the distinct symptoms and of bacterial titers on leaves and branches varied
between regions and seasons. The percentages of mottled leaves were similar in SM and PM
and highest in these places than in RV/VV. The percentages of deficient leaves were similar
in SM and RV/VV and were highest in these places than in PM. In RV/VV lower titers were
observed. Regression analysis indicated positive correlation between relative humidity above
50% and mottling levels and negative correlation between the same climatic factor and
mineral deficiency levels. Although not studied, it is suspected that soil fertility also have
important role in determining the levels of mineral deficiency associated with HLB. Since
initial HLB symptoms are easily confounded with initial symptoms of mineral deficiency, the
predominance of mineral deficiency in RV/VV explains the greater difficulty in recognizing
plants with HLB in this place and the greater dependency on the PCR test for the correct
disease diagnosis. In order to determine whether the environment could also influence
Liberibacter viability within branches, and whether the bacteria would differ in pathogenicity,
budsticks were removed from symptomatic branches in May, August and December 2013,
and February 2014, and used to inoculate healthy plants in greenhouse. The inoculated plants
expressed similar symptoms types for all three inoculum origins suggesting similar
pathogenicity levels. The titers in budsticks associated positively with temperatures below
15°C and negatively with temperatures above 30°C, corroborating other studies involving
mature leaves and shoots.

Keywords: climate, Citrus spp., mottling, mineral deficiency.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de laranjas do mundo. A maior parte é produzida no
cinturdo citricola brasileiro, drea que se estende do sul ao Norte do Estado de Sao Paulo e
parte do Triangulo Mineiro. O Estado de Sdao Paulo tem a maior drea e produgdo. O Triangulo
Mineiro pode alcangar mais espago na producdo nacional porque apresenta condig¢des
climaticas, econdmicas e logisticas convidativas. Contudo, o “huanglongbing” (HLB) ou
“greening”, doenca altamente destrutiva e de dificil controle, ja estd presente em todo o
cinturdo citricola, inclusive no Tridngulo Mineiro. No entanto, a doenca tem evoluido mais
lentamente nesta regido.

O HLB foi detectado no Brasil em 2004, na regido central do estado de Sao Paulo. No
Tridngulo Mineiro as primeiras plantas apareceram em 2009. A doenga esta associada a
bactérias Candidatus Liberibacter spp. que colonizam o floema da planta. No Brasil ocorrem
as espécies Ca. L. americanus e Ca. L. asiaticus que diferem quanto a tolerdncia a altas
temperaturas e capacidade de multiplicacdo na planta citrica e afetam todas as variedades
comerciais, independente do porta-enxerto e do estiddio de desenvolvimento da planta. As
bactérias sdo transmitidas por meio do psilideo Diaphorina citri.

A planta doente tem os vasos do floema obstruidos, dificultando a distribui¢do normal
de seiva elaborada. Essa obstru¢do induz a expressao de sintomas reflexos em folhas e frutos.
Nas folhas causa o chamado “mosqueado”, que é o amarelecimento de parte do limbo foliar
contrastando com partes de cor verde normal. Nos frutos ocorre assimetria, amarelecimento
na regido do pedunculo e morte das sementes.

O manejo da doenga envolve plantio de mudas sadias, inspecdo e erradicagdo de
plantas doentes e controle do inseto vetor. Apesar de todos os esfor¢cos em conter o avanco do

HLB, a doenca evoluiu rapidamente na maioria das regides do cinturdo citricola.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia do Brasil como produtor de frutas citricas

O Brasil é o maior produtor de laranjas do mundo. O pais contribui com 50% da
producdo mundial de suco e ao exportar 98% do que produz, detém 85% de participacdo no
mercado mundial (Neves et al., 2010). A maior parte é produzida no cinturdo citricola
brasileiro, drea que se estende do sul do Estado de Sao Paulo até o Triangulo Mineiro.

O Estado de Sao Paulo € o maior representante do parque citricola, sendo responsavel
por 78% da producdo de frutas, 71% da area plantada e 98% da produgdo de suco (FNP
Consultoria & Comércio, 2011). No Estado de Sao Paulo, em 2013 os pomares de citros em
producdo ocupavam 496.735 Ha, com producio estimada de 328 milhdes de caixas de 40,8 kg
de frutas, equivalentes a 13,38 milhdes de toneladas.

O Triangulo Mineiro, por sua vez, contribui com 23,0 mil hectares. No estado de
Minas Gerais, dos seis municipios que mais produzem laranja, cinco estdo localizados na
regido do Triangulo Mineiro, que responde por quase 70% de toda a oferta mineira de laranja
(Companhia Nacional de Abastecimento, 2013). Dentro do Tridngulo Mineiro, o lider da
producdo € o municipio de Comendador Gomes, com 240 mil toneladas na safra 2011,
seguido de Frutal, com estimativa de 195 mil toneladas na safra 2011/2012 (Companhia
Nacional de Abastecimento, 2011).

A producdo de laranja no Tridngulo Mineiro vem conquistando cada vez mais espaco
na producdo nacional. As principais vantagens da regido para esta atividade sdo a
proximidade com as industrias citricolas do Estado de Sao Paulo, quantidade de chuva
suficiente ao desenvolvimento das plantas, solos agriculturdveis, e o menor valor da terra nua.
Contudo, a pujanga de todo o parque citricola vem sendo ameacada pelo crescente aumento da
incidéncia de plantas com ‘“huanglongbing” (HLB) ou “greening”, doenca altamente

destrutiva e de dificil controle.

2.2. Importancia e etiologia do HLB

O HLB € a doenca mais importante e destrutiva da citricultura mundial (Bové, 2006;
Gottwald et al., 2007a). Afeta todas as variedades comerciais, independente do porta-enxerto
e do estdgio de desenvolvimento da planta. A doenca foi detectada no Brasil em 2004, na
regido central do estado de S@o Paulo. Esta presente no continente asiatico hd mais de cem
anos. Foi relatada pela primeira vez em 1919 por Reinking com o nome de huanglongbing

que significa “doenca do ramo amarelo” (Reinking, 1919; Lin, 1956). No continente africano



foi relatada pela primeira vez em 1937 com o nome de greening (Van de Merwe & Anderson,
1937).

A doenca estd associada a bactérias que colonizam o floema da planta. Essas bactérias
sdo do grupo Candidatus Liberibacter spp., Gram-positivas (Garnier et al., 1984),
pertencentes ao grupo das alfa-proteobactérias (Jagoueix et al., 1994). Em funcdo dos
continentes em que primeiramente foram encontradas, as espécies foram denominadas
Candidatus Liberibacter asiaticus, Ca. L. africanus e Ca. L. americanus. A espécie Ca. L.
americanus foi relatada no Brasil no final de 2004, unico local onde aparentemente ocorre.
Além da Ca. L. americanus, estd presente também Ca. L. asiaticus, encontrada quase ao
mesmo tempo que a Ca. L. americanus (Bové et al., 2008). De menor importancia, no Brasil
também foi relatada a associacdo dos mesmos sintomas de HLB a um fitoplasma. Ao ser
analisado, este fitoplasma mostrou-se com 99% de identidade com o fitoplasma do grupo 16S
rDNA-IX, que causa vassoura de bruxa no feijado guandu (“pigeon pea witches-broom
phytoplasma”) (Teixeira et al., 2008).

As Liberibacters associadas ao HLB diferem quanto a tolerancia a altas temperaturas e
capacidade de multiplicagdo na planta citrica. Ca. L. asiaticus € tolerante a temperaturas
acima de 32°C enquanto que a Ca. L. americanus € consideravelmente afetada nestas
temperaturas, podendo até ndo ser detectada pelo PCR (método altamente sensivel) apds
exposicdo das plantas a altas temperaturas (Lopes et al., 2009b). Quanto a multiplicagdo em
tecidos de citros, a Ca. L. asiaticus atinge titulos maiores do que a Ca. L. americanus,
podendo ser até 10 vezes maior que a Ca. L. americanus. Esses dois fatores (maior
sensibilidade a altas temperaturas e menor capacidade de multiplicacdo na planta e o inverso
para Ca. L. asiaticus) explicam o declinio na ocorréncia de Ca. L. americanus e o aumento da
ocorréncia de Ca. L. asiaticus ao longo do tempo (Lopes et al 2009a), sendo esta ultima
espécie a que hoje predomina na maioria dos pomares do cinturdo citricola (Wulff, dados nao

publicados).

2.3. Os insetos vetores de Liberibacter

As bactérias do HLB sido transmitidas por duas espécies de psilideos, Ca. L. asiaticus e
Ca. L. americanus sdo transmitidas pela espécie Diaphorina citri, enquanto que Ca. L.
africanus € transmitida pela espécie Trioza eritreae. Em condi¢Oes experimentais, ambos os
vetores podem transmitir as trés espécies de Liberibacter (Bove, 2006). Assim como acontece
com Liberibacter, as duas espécies de psilideos também diferem quanto a sensibilidade a altas

temperaturas. 7. eritreae € sensivel a temperaturas superiores a 25°C, e D. citri tolerante



(Bové, 2006). No Brasil ndo foi relatada a presencga de T. eritreae. D. citri, por sua vez, foi
relatado na década de 40. Trata-se de um inseto polifago com preferéncia por plantas da
familia Rutaceae, que inclui todas as espécies de citros e vdrias ornamentais, em especial a
murta ou falsa-murta (Murraya spp.).

Hoje no Brasil o HLB € a mais destrutiva doenca dos citros. Consequentemente, o
psilideo transmissor se tornou o principal alvo de controle. Trata-se de inseto sugador de
seiva, com preferéncia por brotos e vegetagdes novas. Quando o ataque é severo podem
causar enrolamento ou engruvinhamento das folhas jovens e morte da gema apical das
plantas. Quando adultos medem cerca de 2 a 4 mm de comprimento, sdo marrons claros a
cinza. Quando jovens sdo manchados de escuro. As asas sdo transparentes, sendo as anteriores
com manchas escuras. Possuem pernas posteriores saltatorias (Gallo et al., 2002). As fémeas
podem colocar de 200 a 800 ovos em sua vida. Os ovos sdo alongados e afilados nas
extremidades com 0,3 mm de comprimento, de coloracdo amarelada, tornando-se alaranjados
no final do periodo de incubagdo. Os ovos sdo colocados nas gemas vegetativas ainda quando
os foliolos estdo em formagdo. Apds quatro dias em média as primeiras ninfas aparecem. Sao
cinco estddios ninfais até a fase adulta. As ninfas sdo achatadas, pouco convexas e apresentam
pernas curtas, de coloragdo amarelada. Atingem cerca de 1,7 mm de comprimento no quinto e
ultimo instar ninfal. Possuem mobilidade e exibem tecas alares (asas em formacdo) nos
ultimos instares, aumentando a largura do corpo.

Sob condi¢des experimentais, o ciclo bioldgico (ovo-adulto) varia de 15 a 40 dias,
sendo que as temperaturas de 25° a 28°C sdo as que mais favorecem o desenvolvimento. Nava
et al. (2007) observaram que a duragdo do periodo de ovo foi de 8,2 a 2,6 dias a temperaturas
de 18°C e 32°C respectivamente, sendo a viabilidade drasticamente reduzida a temperatura de
32°C. Para a fase de ninfa, o ciclo variou de 39,3 dias a 18°C a 10,7 dias a 30°C. A viabilidade
das ninfas também foi reduzida a 30°C. A longevidade de adultos também € afetada pela
temperatura. Fémeas viveram 40 dias a 25°C e acima de 88 dias a 15°C. Outro fator climético
importante para a biologia da D. citri é a umidade relativa. Umidades relativas acima de 50%
sdo favoraveis a viabilidade dos ovos (Liu & Tsai, 2000; Nava et al., 2006; Nava et al., 2007).
A viabilidade ninfal foi reduzida para 40% sob umidade relativa de 30%. A 25°C e 33% de
umidade relativa apenas 20% dos adultos de D. citri sobreviveram apds 30 horas de exposicao
a estas condi¢des (McFarland & Hoy, 2001).

A longevidade de D. citri também foi avaliada em condicdes de campo. Aubert (1987)
observou 60 a 70% de mortalidade em ninfas a umidades relativas de 87 a 90%

respectivamente. O aumento populacional ocorreu no final da primavera e se estendeu durante



o verdo, periodos de temperaturas variando de amenas a quentes, umidades relativas mais
altas e grande intensidade de fluxos vegetativos. No periodo mais seco e frio
(outono/inverno), a populacdo € baixa em relacio ao que ocorre no periodo chuvoso
(primavera/verdo) (Yamamoto et al., 2001 e Costa et al., 2006).

Na presenca de fontes de in6culo e do inseto vetor, a incidéncia de novas plantas com
sintomas aumenta rapidamente nos pomares. Para adquirir a bactéria, o periodo minimo de
alimentac¢do na planta infectada € de 15 a 30 minutos (Lopes et al., 2009a). A aquisi¢do ocorre
por ninfas e adultos, porém as ninfas sdo mais eficientes. Individuos que adquirem o patégeno
na fase ninfal sdo capazes de transmitir apds a ecdise para a fase adulta (Inoue et al., 2009),
evidenciando que o patdgeno € circulativo no vetor, ndo estando restrito ao estomodeu ou as
pecas bucais, como no caso das cigarrinhas transmissoras da Xylella fastidiosa, bactéria
causadora da doenca Clorose Variegada do Citros. Segundo Ferreira et al. (2010), ninfas de 4°
e 5° instares sdo mais eficientes na aquisi¢ao e se tornam adultos também mais eficientes na
inoculacdo. Isto se deve ao fato de que, apds a aquisi¢do, € necessario um tempo para que D.
citri seja capaz de inocular a bactéria em uma planta sadia, caracteristica conhecida como
laténcia. Periodos de laténcia de 24 horas (Buitendag & von Broembsen, 1993) a 21 dias
(Capoor et al., 1974) sdo relatados na literatura. Periodos mais longos de acesso a aquisicao e
inoculagdo devem aumentar a eficiéncia de transmissdo das bactérias, além do estagio de
desenvolvimento do psilideo (Parra et al, 2010) e niveis de bactérias na planta (Lopes et al,

2013).

2.4. Expressao e evolucao dos sintomas de HLB

As bactérias do HLB colonizam e obstruem os vasos do floema impedindo a
distribuicao normal da seiva elaborada nos ramos infectados e dos ramos infectados para o
restante da planta. Essa obstru¢do induz a expressao de sintomas reflexos em folhas e frutos.
Os primeiros sintomas ocorrem ap6s periodos de seis a doze meses apds a inoculacao (Bové,
2006; Lopes et al 2010). A taxa de evolugdo e severidade dos sintomas € influenciada pela
variedade e idade da planta, concentracio bacteriana e condi¢Oes climadticas, principalmente a
temperatura (Bové, 20006).

Os primeiros sintomas ocorrem em folhas, que comecam a perder parte de sua
colora¢do verde normal, apresentando-se parcialmente amarela, sem delimitagcdo clara entre a
parte verde e amarela. Esse tipo de sintoma é conhecido como “mosqueado”. Os sintomas de
mosqueados normalmente diferem entre folhas e na mesma folha, principalmente no tamanho,

posicdo e cor. Com o tempo, a nervura principal e as nervuras secundarias amarelecem e



aumentam de tamanhos. Com o amarelecimento generalizado, as folhas caem. Plantas
infectadas ha mais tempo apresentam folhas novas com tamanho reduzido e com sintomas de
deficiéncia de zinco e manganés. Os frutos de ramos com sintomas foliares sdo assimétricos,
deformados, com sementes abortadas, menores, apresentam gosto amargo, € assim como as
folhas, caem prematuramente, com perdas imediatas a producdo (McClean & Schwarz, 1970).

Os sintomas sao mais evidentes no final do ciclo das d4guas e comeco do ciclo da seca,
ou seja, nos meses de marco, abril, maio e junho. Nos meses de julho, agosto e setembro,
geralmente a planta estd muito afetada pela seca, o que faz com que as folhas estejam semi-
enroladas, dificultando a diagnose. Jd4 nos meses muito chuvosos (dezembro e janeiro) a
planta emite novos brotos que se desenvolvem com bastante vigor. A nova folhagem
resultante do desenvolvimento dos brotos podem ocultar as folhas maduras sintomaticas

localizadas mais internamente na copa.

2.5. Manejo do HL.LB

E preconizado o manejo do HLB pelo plantio de mudas sadias, inspecio e erradicacio
de plantas doentes e controle do vetor. Para serem bem sucedidas, estas medidas devem ser
coordenadas e adotadas em larga escala, ou seja, ao nivel regional (Bassanezi et al., 2013).

A producgdo de mudas em viveiros telados certificados € essencial para evitar plantas ja
infectadas no inicio da formagdo do pomar. A inspecdo e erradicacdo de plantas doentes sdo
necessdrias para diminuir fontes de inéculo. O ideal é que a identificacdo seja no inicio de
aparecimento dos sintomas, para a mais rdpida erradicacdo possivel. Equipes de inspetores
bem treinados e comprometidos sdo importantes para o sucesso da medida. Estd em vigor no
Brasil a Instru¢do Normativa n°53 de 13 de Outubro de 2008 do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento que obriga os produtores de citricos a inspecionar e erradicar
plantas doentes. Esta rotina € obrigatéria a cada trimestre (Belasque Jr. et al., 2009) e
relatérios devem ser entregues a cada semestre.

O manejo do vetor é importante ferramenta para o manejo da doenca. Inspecdo e
monitoramento do vetor facilitam o momento certo de agir. O controle do vetor em pomares é
feito com aplicagdo de inseticidas, mas alternativas devem ser buscadas para o manejo
integrado. O monitoramento com armadilhas amarelas adesivas em grandes dreas tem
permitido observar a flutuacdo populacional do inseto de maneira macro, o que tem permitido
adoc¢do de estratégias de controle regionais (Bassanezi et al.,2013). Essa medida € essencial
para evitar infeccdes primadrias, as que tém origem fora da propriedade. A soltura do inimigo

natural Tamarixia radiata também tem sido um método alternativo de controle da D. citri,



porém, seu uso estd limitado a pomares abandonados e dreas urbanas, onde ndo se aplicam
inseticidas.

Apesar de todos os esforcos em conter o avanco do HLB, ou talvez pelo fato de as
medidas de manejo ndo terem sido adotadas de forma regional desde o inicio, a doenca
evoluiu rapidamente por todo o cinturdo citricola. Os primeiros sintomas de HLB apareceram
em 2004 na regido de Araraquara, e em 2005 em Minas Gerais. A evolucdo de plantas com
sintomas no cinturdo citricola tem sido relevante. De 2008 a 2012 a porcentagem de plantas
com sintomas evoluiu de 1,12 para 9,89% no centro, de O para 1,78 no norte, de 0,01 para
0,28 no noroeste, de 0,01 para 1,35 no oeste, de 0,73 para 14,81 no leste e de 0,07 pra 0,85 no
sul do cinturdo citricola. Como se vé a evolu¢do do HLB ndo foi uniforme nas diferentes
regides, atingindo menores incidéncias nas regides noroeste, sul e oeste do que nas demais

(www.fundecitrus.com.br).

3. JUSTIFICATICA E OBJETIVOS

A identificacdo das plantas com HLB ¢€ feita por inspetores treinados. Um dos aspectos
que torna dificil a correta identificacdo dos sintomas de HLB no campo sao a similaridade que
os sintomas de HLB podem ter com os sintomas manifestados por outras causas, como ataque
de pragas e doencas, danos mecanicos e principalmente deficiéncia mineral. Muitas vezes,
dada a dificuldade de diagnose no campo, é necessario o envio de amostras foliares para
andlise laboratorial.

A dificuldade de reconhecimento dos sintomas no campo pelos inspetores tem sido
ainda maior na regido do Tridngulo Mineiro. Informagdes laboratoriais do Fundecitrus (Wulff,
dados ndo publicados) indicam que os niveis de acerto dos inspetores de propriedades do
Triangulo Mineiro ficam por volta de 30 a 50 %, enquanto que os niveis de acerto dos
inspetores de propriedades localizadas na regido central do estado de Sdo Paulo sdo em geral
acima de 80%. Estas diferencas poderiam ser atribuidas a diferencas nos niveis de
treinamento dos inspetores. No entanto, observacdes de campo sugerem que tais diferencas
estdo, aparentemente, mais associadas a uma evolu¢do mais ou menos rapida na intensidade
de expressdo dos sintomas foliares, que, por sua vez, podem estar associados as condicdes
climaticas predominantes, afetando ndo somente a evolucdo dos sintomas como também a
multiplicacdo do patégeno nos tecidos da planta.

A regido do Tridngulo Mineiro apresenta condi¢des climaticas diferentes das

observadas na maior parte do cinturdo citricola, em particular da regido centro-sul do estado



de Sdo Paulo. No Tridngulo Mineiro os verdes sdo em geral mais quentes e, no outono-
inverno, o déficit hidrico € mais acentuado.

Diante da caréncia de informacgdes sobre as aparentes diferencas na evolucdo da
infeccdo e sintomas de HLB em plantas citricas nas diferentes regides do cinturdo citricola
brasileiro, importantes para o aprimoramento do manejo do HLB, este trabalho teve como
objetivos gerais (i) comprovar ou ndo se as diferencas de sintomas observadas no campo de
fato existem e, se houver, (i1) identificar as possiveis causas das diferengas. Como objetivos
especificos, visou (i) avaliar ao longo do tempo a propor¢ao dos diferentes tipos e intensidade
de sintomas de HLB em folhas de plantas adultas em propriedades localizadas nos municipios
de Analandia, na regido central do Estado de Sdo Paulo e Frutal e Comendador Gomes, no sul
do Triangulo Mineiro, (ii) avaliar a evolugdo na propor¢do de ramos infectados por Ca. L.
asiaticus na copa das plantas, (iii) verificar se existe correlacdo entre titulo bacteriano, época
do ano, regido geografica e taxa de transmissao da bactéria por enxertia, e (iv) identificar se as

possiveis variacOes na evolug@o dos sintomas se correlacionam com varidveis climaticas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricao da area experimental

Os tipos e progressao dos sintomas de HLB e progressao da infec¢cao da planta por Ca.
L. asiaticus ao longo do tempo, foram avaliados em pomares comerciais no norte e centro do
parque citricola (Fig.1). Os locais foram definidos em fun¢do das diferencas climaticas
histéricas e das diferencas na incidéncia e severidade de sintomas de HLB verificadas ao
longo do tempo, sempre maiores no centro que nas demais (Maschio, 2011). No Norte foram
escolhidas as fazendas Portal de Minas, localizada em Frutal, MG, e Rio Verde/Vale Verde,
ambas localizadas em Comendador Gomes, MG. No centro foi escolhida a fazenda Santa
Maria, localizada em Analandia, SP (Fig. 1). Na Portal de Minas, o tipo de solo do talhdo
escolhido € definido como latossolo distroférrico (antigo latossolo roxo) que, de modo geral,
sd0 mais bem providos em micronutrientes do que a maioria dos outros latossolos (Embrapa
Arroz e Feijdo, Sistemas de Producdo, No. 7, Versdo eletronica, Setembro/2006). Nas
fazendas Rio Verde/Vale Verde, o tipo de solo dos talhdes escolhidos é definido como
latossolo vermelho distréfico, e na fazenda Santa Maria como neossolo quartzarénico (antigo
areia quartzosa latossolica), ambos mais pobres em micronutrientes que o da fazenda Portal

de Minas.
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Figura 1. Mapa do cinturio citricola que se estende do sul ao norte do
Estado de Sao Paulo até parte do Tridngulo Mineiro, Estado de Minas
Gerais.

Para ilustrar as diferencas climdticas entre as regides aonde os experimentos foram
conduzidos, sdo apresentados na Figura 2 médias mensais das temperaturas maxima e
minima, amplitude térmica, umidade relativa, além da quantidade acumulada de chuva no
periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2014. As informacgdes, registradas diariamente,
foram conseguidas no banco de dados da empresa proprietdria das fazendas. O registro das
temperaturas vem sendo feito por meio de um registrador marca INSTRUTHERM, modelo
HT-210, e da chuva por meio de um pluviometro. A coleta das temperaturas maximas e

minimas € feita diariamente as 6:00 h e a umidade relativa as 15:00 h.



Temperaturas maximas e minimas (°C)

——T°Cmax RV =——T°C min RV =——T°C max PM ——T°C min PM ——T°C max SM ——T°C min SM
50

40

30

20

10

0

W 0 0 0 0 U O O O O O O O 0O O © 0 O W H o = = =@ N N N N N & O OO 0o 6O o600 S 3§ ¢ T T
SRR R B - - B B B - L - B B B - B
5 EEEY s FEE2Y 5 EE2YE 2828 FE2828FEE28 288288
30 Amplitude térmica
—— Amplitude RV —— Amplitude PM ——— Amplitude SM

20

10

0 0 0 MW 0 0 O D O D DD O OO0 O 0 O H H OH HEH A A NNNN NN MMM N N o0 S S T S
A A - A CR A R A O A O B B ORI
§ 5 T359555T359555T35935 55T 3855583855583 835E55%83%83
SEETS IS EEFTR IO EEFTRIEEEFTIIEEEFTR2IEEEFTR2EEEFSL

Umidade relativa (%)
80 ——UR RV (norte) ——UR PM (norte) ——UR SM

60

40

20

W 00 0 0 0 W O O O O O O © © 0O O 0 O W W w o = = N N N & & N MmN onoono0noo-S S S S T
22822 eeeReYTYTRYYIYYIISYYITIYYSYYST?YSI?AYYI?YSSYY
A t 2233 OO ORI OO O RN Y O OB ORI OB
S EE2HEREERY AR R REEREEREERRERFEEREE

. . ~ . L .

Precipita¢do pluviométrica (mm)
Precipitacdo pluviométrica RV Precipitacdo pluviométrica PM Precipitacdo pluviométrica SM
700

600
500
400
300
200
100

Q =3 \

® W VWO R DD D DD DO O OO0 OO oA A A NN NNNN®MOH®NHm MmN oS S S S S
e LeeReeeeed T gL AT TS AT AL AT ST A AT TS ST
C L 3 S ¥ 2 € L 5 5 OB 2 C L 5 [ ¥ 2 COE 5[ ¥ > CoL 55 £ > c L o5 S o2 > Co L 5T ow >
c @ 2 2 2 0 s @2 32 %o s @232 %o s @22 9Y o022 9%os 22 Y0 22 Y0
& g E w 2 8 ¢ g a2 8 2 g a 2 8 ¢ g w 2 8 ¢ g a2 8 2 g a2 8 2 £ &2

Figura 2. Médias mensais de temperatura maxima e minima, médias mensais da amplitude térmica (diferenga

entre a média mensal da temperatura maxima e minima), médias mensais da umidade relativa coletada as 15:00
h, e acumulado mensal de precipitacdo pluviométrica (mm) registrados entre janeiro de 2008 e dezembro de

2014 nas fazendas Santa Maria (SM), Portal de Minas (PM) e Rio Verde (RV), localizadas no centro (SM) e
norte (PM e RV) do cinturio citricola brasileiro.
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Com relagdo as médias das temperaturas méaximas observa-se que na maioria dos
meses levantados, os valores foram maiores na fazenda Portal de Minas, seguidos da Rio
Verde e Santa Maria. Com relacdo as médias das temperaturas minimas, parece haver um
equilibrio entre a Portal de Minas e Rio Verde no niimero de meses nos quais as temperaturas
foram maiores e na Santa Maria, na grande maioria dos meses levantados, apresentou os
menores valores. Com relagdo a amplitude térmica, a fazenda Rio Verde foi a que apresentou
a menor amplitude na maioria dos meses levantados, seguido da Portal de Minas e Santa
Maria. Com relacdo a média da umidade relativa, a Santa Maria apresentou valores
intermedidrios a Portal de Minas e Rio Verde, em praticamente todo o periodo levantado.
Quanto a Portal de Minas e Rio Verde houve aparentemente dois periodos distintos. No
primeiro, que vai de 2008 a 2010, a Portal de Minas apresentou valores maiores, invertendo-
se esta tendéncia no periodo de 2010 a 2014. Com relagdo a chuvas, até o ano de 2011
observa-se um volume acumulado maior nas fazendas do norte. Ja nos anos de 2012 e 2013,
maiores volumes foram observados na Santa Maria, e no ano de 2014 houve um aparente
equilibrio.

O experimento foi conduzido no periodo de novembro de 2012 a dezembro de 2013.
Durante este periodo, os dados dos fatores climéticos obtidos foram submetidos a andlise de
variancia com as médias mensais comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

4.2. Selecao das plantas experimentais

Nas trés fazendas, inspetores treinados marcam plantas suspeitas para HLB. Uma vez
marcadas, os lideres de inspec¢do ou encarregados fitossanitdrios vistoriam as plantas e, com
base na maior ou menor clareza dos sintomas, enviam ou ndo amostras para o laboratério do
Fundecitrus para diagnose a ser feita por meio do teste de PCR. Na fazenda Rio Verde/Vale
Verde todas as plantas suspeitas sao analisadas por PCR, na fazenda Portal de Minas somente
as plantas mais duvidosas, e na fazenda Santa Maria ndo se faz mais andlise das plantas
suspeitas. As plantas marcadas sdo erradicadas o mais rapido possivel.

Até o final de 2014, ja haviam sido erradicadas em torno de 3.500 plantas na Portal de
Minas (0,5% com relacdo ao total de plantas da fazenda), 170 plantas na RioVerde (0,03%) e
520 plantas na Vale Verde (0,05%). Na Santa Maria, por outro lado, j4 haviam sido marcadas
mais de 60 mil plantas (25%).

Pretendia-se a principio conduzir o estudo em variedade e porta-enxerto comuns nas

trés fazendas, porém, ndo foi possivel devido a demora em aparecer plantas doentes na Rio
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Verde/Vale Verde, obrigando a inclusd@o de outra combinagdo variedade/porta-enxerto. Na

Tabela 1 sdo apresentados os dados de cada planta informando a fazenda, talhdo, data de

plantio, variedade, porta-enxerto, espacamento, idade de plantio, irrigada ou ndo, e volume de

sintomas com HLB na data da poda.

Tabela 1. Informacdes detalhadas das plantas experimentais.

Volume de copa com

Data sintomas de HLB na
Fazenda Planta Talhdo  Plantio Copa Porta-enxerto Espacamento data da poda
Santa Maria 1 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 23%
Santa Maria 2 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 16%
Santa Maria 3 106 Dez 2001 Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 8%
Santa Maria 4 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 15%
Santa Maria 5 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 10%
Santa Maria 6 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 13%
Santa Maria 7 106 Dez 2001 Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 14%
Santa Maria 8 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 8%
Santa Maria 9 106 Dez 2001 Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 18%
Santa Maria 10 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 13%
Santa Maria 11 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 13%
Santa Maria 12 106 Dez 2001  Valéncia Cravo, sub-enxerto Swingle 6,8x3,4 11%
Portal de Minas 1 309 Fev 2005 Valéncia Swingle 7,0x3,5 4%
Portal de Minas 2 309 Fev 2005 Valéncia Swingle 7,0x3,5 6%
Portal de Minas 3 309 Fev 2005 Valéncia Swingle 7,0x3,5 18%
Portal de Minas 4 309 Fev 2005 Valéncia Swingle 7,0x3,5 24%
Portal de Minas 5 309 Fev 2005 Valéncia Swingle 7,0x3,5 4%
Portal de Minas 6 309 Fev 2005 Valéncia Swingle 7,0x3,5 11%
Vale Verde 1 807 Fev 2006 Natal Cledpatra 7,5x4,0 24%
Rio Verde 2 205 Abr 2005  Valéncia Cledpatra 7,5x4,0 4%
Vale Verde 3 203 Set 2006  Valéncia  Volkameriano, sub-enxerto Swingle 7,0x4,0 5%
Vale Verde 4 316 Abr 2005 Natal Cledpatra 7,5x4,0 3%

Para melhor ilustrar o volume estimado de sintomas de HLB na copa, sdo apresentados

na figura 3 e 4 desenhos representativos com a numeracdo da planta e percentual estimado de

sintomas de cada planta. A letra E significa lado esquerdo e a letra D lado direito, e os

circulos amarelos indicam a posi¢do e volume de sintomas de HLB.
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(A) Fazenda Santa Maria

D D

Planta 01 (23%) Planta 02 (16%) Planta 03 (8%)

E D E D E D
Planta 04 (15%) Planta 05 (10%) Planta 06 (13%)

E [u] E

Planta 07 (14%) Planta 08 (8%) Planta 09 (18%)

E o E I E ]
Planta 10 (13%) Planta 11 (13%) Planta 12 (11%)

Figura 3. Esquema representativo das plantas usadas no experimento, mostrando os percentuais estimativos de
sintomas, os lados esquerdo e direito (E, D), e posicdo e volume de sintomas de HLB na copa, em plantas da
fazenda Santa Maria (A).
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(B) Fazenda Portal de Minas

E D E 1] E o
Planta 01 (4%) \ Planta 02 (6%) | Planta 03 (18%)
E o
Planta 04 (24%) Planta 05 (4%) Planta 06 (11%)

(C) Fazendas Rio Verde/Vale Verde
E o E ) E D

Planta 01 (24%) \ Planta 02 (4%) | Planta 03 (5%)

E (]

YT

\ Planta 04 (3%) |

Figura 4. Esquema representativo das plantas usadas no experimento, mostrando os percentuais estimativos de
sintomas, os lados esquerdo e direito (E, D), e posi¢dao e volume de sintomas de HLB na copa, em plantas da
Portal de Minas (B) e Rio Verde/Vale Verde (C).




15

4.3. Poda e protecao das plantas com tela anti-afideos

A confirmacdo de que os sintomas observados eram de HLB foi feita por PCR no
laboratério do Fundecitrus aonde as folhas foram avaliadas para Ca. L. asiaticus, Ca. L.
americanus e fitoplasma. Nenhuma das plantas testou positivo para Ca. L. americanus e uma
das plantas amostradas na RV testou positiva para fitoplasma, a qual foi descartada do estudo.
As demais plantas (infectadas com Ca. L. asiaticus) foram entdo podadas. A poda se fez
necessdria para adequar a planta ao tamanho da tela e para padronizar a idade das folhas que
posteriormente seriam avaliadas. A poda foi feita cortando-se todos os ramos secunddrios para
que a planta ficasse a uma altura média de 150 cm do solo (Fig. 5). Em seguida, planta, tronco
principal (pernada) e ramos secunddrios foram identificados por nimeros. Nem todos os
ramos foram identificados, somente os mais distribuidos na copa e obrigatoriamente os que
estavam com folhas sintomadticas. Apds a poda, uma estrutura metélica de 3x3x3 m (Fig. 5)
envolta por tela anti-afidica foi usada individualmente para proteger as plantas do acesso de
D. citri. Na Santa Maria as plantas de nimero 7 a 12 (Fig. 3) foram mantidas sem protecao de

tela para fins de comparacao.

Figura 5. Fotografias de planta logo apds a poda (A), planta com os ramos etiquetados (B), e
logo apds ser engaiolada (C).

Na Santa Maria e Portal de Minas todas as plantas foram podadas nos meses de junho
e julho de 2012, e na RioVerde/Verde Verde em julho e agosto de 2012. Foram necessérias
novas podas (podas leves) para impedir que os ramos, ao se desenvolverem, perfurassem a
tela. Isto foi feito cortando se os ramos em torno de 30 cm abaixo do 4pice. Essas novas podas
foram feitas em janeiro e agosto de 2013.

Aparelhos registradores de temperatura e umidade relativa do ar (LogBox, Novus,
Porto Alegre, RS) foram instalados dentro e fora de uma das gaiolas nas trés fazendas. Os

aparelhos ficaram protegidos em uma casinha de madeira, sendo que o sensor coletor dos
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dados mantidos na parte externa. Os dados foram registrados de hora em hora. Coleta e

transferéncia dos dados foram feitos periodicamente.

4.4. Tratos culturais das plantas experimentais

Todas as plantas podadas, tanto as protegidas, como as nao protegidas (Santa Maria)
receberam os tratamentos fitossanitdrios e nutricionais recomendados para o talhdo. Os
tratamentos fitossanitarios foram definidos com base nos dados de inspe¢do e monitoramento
levantados por inspetores de pragas e doengas. O volume de calda dependia do tipo de praga
ou doenca alvo, variando de 150 ml / m3 de copa para altos volumes e 90 ml / m3 de copa para
baixos volumes. Para as plantas protegidas foram necessarios complementos de aplicagdo,
pois, foi verificado que a tela antiafidea oferecia barreira a chegada da calda na planta. Os
complementos foram feitos através de pulverizador costal com a mesma calda usada na
pulverizacdo atomizadora. O controle de plantas infestantes foi feito quando necessdrio, por
meio de aplicacdes de herbicidas ou capina manual.

As adubagdes foliares de macro e micro nutrientes foram definidas através do
programa nutricional da empresa proprietdria, sendo que na Santa Maria, onde o solo é mais
pobre, o programa € chamado de “Programa Foliar de Recuperacdo” e nas fazendas do Norte
(Portal de Minas, Rio Verde/Vale Verde), o programa usado € chamado de “Programa Foliar
de Manutencdo”. Nome comercial, nutrientes e teores, dosagens do produto comercial,

nimero de aplicacoes e totais dos produtos usados podem ser vistos na Figura 6.
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Tratamento pomares em recuperagao

Produto comercial Nutrientes Teores  kg/bb N¢ aplicacdo kg / safra

Sulfato de zinco S-S04 35% 4 6 24
Zn 18%

Sulfato de manganés S-S04 31% 5 6 30
Mn 18%

Molibdato de sédio Mo 39% 0,03 6 0,18

Acido borico B 17% 2 6 12

Nitrato de magnésio (d=1,35) N 7% 9,45 6 57
Mg 6%

Nitrato de potdssio N 13% 5 6 30

K 44%
Fosfito (d=1,51) P205 28% 4,5 6 27

Pulverizagdes realizadas na presenca de vegetagdo nova

Tratamento pomares em manutengao

Produto comercial Nutrientes Teores  kg/bb N¢ aplicagdo kg / safra

Sulfato de zinco S-SO4 35% 3 6 18
Zn 18%

Sulfato de manganés S-S04 31% 3 6 18
Mn 18%

Molibdato de sédio Mo 39% 0,02 6 0,12

Nitrato de magnésio (d=1,35) N 7% 11,5 2 23
Mg 6%

Fosfito (d=1,51) P205 28% 3,75 3 11,25

PulverizacGes realizadas na presenca de vegetagdo nova
Figura 6. Composi¢do dos tratamentos foliares de pomares em recuperagdo e
pomares em manutengdo, contendo nome comercial do produto, dose por bomba
de 2.000 litros de dgua (kg/bb), nimero de aplicagdes por safra e total de quilos do
produto por safra.

Da mesma forma que foi preciso complementar as pulverizagdes usadas para o
controle de pragas e doengas, as pulverizacdes de adubos foliares (macro e micronutrientes)
também foram complementadas. As adubacdes de solo, com formula¢des NPK, foram feitas
mecanicamente nas quadras, porém complementadas manualmente nas plantas engaioladas. A
quantidade aplicada por planta experimental foi a mesma das plantas do talhdo, calculada em
funcdo dos resultados das andlises de solo e folhas e potencial de producdo das plantas,

seguindo os parametros do boletim 100 do IAC (Quaggio et al., 1997).

4.5. Progressao dos sintomas de HLB na copa

Para classificacdo dos sintomas foi elaborada uma escala fotografica de severidade
(Fig. 7). No dia 10 de julho de 2012 aproximadamente 500 folhas foram coletadas em plantas
com sintomas tipicos de HLB na fazenda Santa Maria, depois selecionadas, lavadas e
separadas visualmente em grupos de sintomas parecidos. Sintomas de HLB sao dificeis de

agrupar pela grande diversidade de padroes de mosqueado encontrados nas folhas.
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Com relagdo ao mosqueado, as folhas foram separadas em quatro grupos diferentes
separados um do outro visualmente: M1 - folha predominando a cor verde com leve
mosqueado amarelo, M2 - folha com contraste marcante entre o verde e o amarelo, M3 —
folha com limbo e nervura predominando a cor amarela, ¢ M4 - folha predominando a cor
amarela com nervuras salientes amareladas e/ou amarronzadas.

Com relacdo a deficiéncia mineral, as folhas foram separadas em quatro grupos
diferentes separados um do outro visualmente: D1 - deficiéncia de zinco pouco intensa, D2 -
deficiéncia de zinco com a cor amarela bem delimitada pelas nervuras secunddrias, D3 -
deficiéncia de zinco com amarelo mais intenso com menos delimitacdo das nervuras
secundarias, € D4 - folha amarelada com circulos de cor verde.

Na Figura 7 € apresentada a escala contendo uma folha representativa de cada
categoria de mosqueado e deficiéncia mineral. A confirmacao da viabilidade do uso da escala

foi testada em casa de vegetacdo e campo.

Figura 7. Escala fotografica de severidade de sintomas de HLB (mosqueado e
deficiéncia mineral) preparada para avaliac@o das plantas.

As plantas foram avaliadas, com o uso da escala, no periodo de novembro de 2012 a
dezembro de 2013, em intervalos de dois a trés meses entre as avaliagdes.

Para avaliacdo, foi escolhido um ramo sintomético antes da poda inicial. Inicialmente
(novembro de 2012, janeiro de 2013 e mar¢o de 2013) avaliou-se 20 folhas presentes no terco
médio do ramo. Nas datas seguintes avaliaram-se todas as folhas do ramo de todos os fluxos

vegetativos. As médias foram comparadas estatisticamente (Tukey, 5% probabilidade).
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4.6. Progressao da infeccao na copa

Para se avaliar a evolucdo da infec¢do na copa das plantas, as plantas foram avaliadas
por PCR e visualmente por sintomas. No momento da primeira poda, todos os ramos
marcados foram amostrados e analisados via PCR. Conforme mencionado, todas as plantas do
estudo estavam infectadas com Ca. L. asiaticus. As amostras consistiram de um segmento de
3 cm de ramo coletado na extremidade logo abaixo da linha de corte. No laboratério, a casca
foi removida e sua parte interna raspada para obtengdo dos tecidos floeméticos, os quais
foram processados para extragdo de DNA e avaliagdo por PCR. O resultado do PCR foi usado
para se identificar o padrdo de distribuico inicial da bactéria na copa. As primeiras coletas
foram feitas entre os meses de junho e agosto de 2012. Uma segunda coleta e andlise por PCR
foi feita em janeiro de 2013, quando novamente todos os ramos etiquetados foram
amostrados. Nesta coleta, a amostra consistiu de 20 folhas, as quais foram combinadas em
uma Unica amostra por ramo. Uma terceira andlise da distribui¢do da bactéria nos ramos foi
feita em agosto de 2013, seguindo-se 0 mesmo procedimento usado na segunda coleta, com a
diferenca que neste caso foram amostrados e analisados somente os ramos que visualmente
ndo apresentavam sintomas de HLB. Em todas as andlises desta pesquisa, consideraram-se
como positivas para Liberibacter as amostras que resultaram em valores de Concentracdo de
titulo (Ct) igual ou abaixo de 32,0. Para estimar os titulos de Liberibacter nas amostras,
empregou-se curva padrdo e procedimentos ja descritos por Lopes et al. (2009a).

Avaliou-se o progresso da infeccdo na copa, onde foi calculada a porcentagem de
ramos infectados por planta nos diferentes locais e épocas. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas estatisticamente pelo Teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

4.7. Experimento de inoculaciao em casa de vegetacao

Estudo complementar ao realizado no campo foi conduzido em casa de vegetacdo no
Fundecitrus em Araraquara. Os objetivos foram verificar se existe alguma correlacdo entre
titulo bacteriano detectado no ramo usado como indculo, regido geogréfica, época do ano,
com as taxas de sobrevivéncia do material enxertado e transmissdo da bactéria. As retiradas
de material e inocula¢des foram feitas em maio, agosto, dezembro de 2013 e fevereiro de
2014.

De todas as plantas avaliadas no campo, o ramo com a maior quantidade de sintomas

de HLB foi escolhido e marcado para servir de material para o experimento. Desses ramos,
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foram retirados pedacos de galhos (30 cm), que acomodados em jornal molhado eram
levados ao Fundecitrus para inoculacdo. Foram usadas mudas de Valéncia em Swingle com
40 cm de altura e 1 cm de didmetro de tronco. Para estas mudas foi utilizada a técnica de
encostia, conforme descrito por Lopes & Frare (2008). As condic¢des climéticas da estufa tem
sido favordveis a infeccao e avango do HLB em qualquer época do ano, conforme pesquisas
anteriores tém demonstrado.

Nas inocula¢des de maio, agosto e dezembro de 2013, o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado. Cada planta experimental do campo das trés
localidades foi considerada como um tratamento com quatro repeti¢cdes cada. Na inoculacdo
de fevereiro de 2014, o delineamento experimental utilizado também foi o inteiramente
casualizado, uma planta de campo sem gaiola das trés localidades com sintomas de HLB foi
considerada como um tratamento, com 30 repeti¢des cada.

As plantas foram avaliadas apds periodos varidveis de incubagdo. Foram avaliados (1)
os titulos bacterianos no segmento usado como enxerto, (i1) a taxa de pegamento do enxerto, €
(iii) a taxa de transmissdo da bactéria. Para avaliacdo do titulo no enxerto procedeu-se a
andlise por PCR do tecido da parte interna da casca de metade do segmento, o qual foi cortado
longitudinalmente. Assim, metade do segmento foi usada na inoculacdo e a outra metade
avaliada por PCR. Para avaliacdo da taxa de transmissdo, empregou-se a porcentagem de
plantas com sintomas de HLB ou positivas por PCR. Os dados foram submetidos a anélise de

variancia com as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.8. Anadlise da associacao entre clima e sintomas de HLB nas fazendas Santa Maria,

Portal de Minas, e Rio Verde/Vale Verde

Visando identificar quais fatores climaticos poderiam explicar a variacdo observada na
intensidade de sintomas de HLB em folhas nos diferentes locais, foi feita anélise de regressao
multipla. Para a andlise empregou-se o programa Statistica nas func¢des “multiple regression”,
“stepwise” e “forward”, tendo como varidvel dependente as porcentagens médias de sintomas
(mosqueados e deficiéncia mineral) em folhas nos trés locais, e como varidveis independentes
o acumulado de chuva, o nimero acumulado de horas com umidade relativa acima e abaixo
de 50%, o nimero acumulado de horas as temperaturas do ar entre 0 e 5, 5e 10, 10e 15, 15 e
20, 20 e 25, 30 e 35, 35 e 40, e acima de 40 graus Celsius, além da mixima e minimas
absolutas e amplitude térmica (diferenca entre a média da temperatura maxima e a média da

temperatura minima), registrados durante periodos de 7, 15, 30 e 60 dias antes de cada data de
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avaliacdo. Foram consideradas somente as equacgdes que resultaram em valores de

probabilidade menores do que 0,005 (Tabela 4).

4.9. Analise da associacao entre clima e log de Las nas fazendas Santa Maria, Portal de

Minas e Rio Verde/Vale Verde.

Visando identificar quais fatores climaticos poderiam explicar a variagdo observada no
log de Las nos diferentes locais, foi feita andlise de regressdao multipla. Para as andlise
empregou-se o programa Statistica nas funcdes “multiple regression”, “stepwise” e “forward”,
tendo como varidvel dependente as médias de log de Las em segmentos de ramos nos trés
locais, e como varidveis independentes o nimero acumulado de horas com temperaturas do ar
abaixo de 15, e acima de 30 graus Celsius, registrados durante periodo de sete dias antes de

cada data de avaliagdo. Foram consideradas somente as equacdes que resultaram em valores

de probabilidade menores do que 0,005.

5. RESULTADOS

O primeiro objetivo deste trabalho foi verificar se os sintomas de HLB diferiam na
intensidade e tipo entre locais e épocas do ano. Para isto foram engaioladas plantas doentes
em trés locais de condi¢des climéticas diferentes conforme mostrado na Figura 1. De fato, nos
14 meses em que o trabalho foi conduzido, os dados coletados nos registradores mantidos nas
sedes das fazendas mostraram haver diferencas entre elas quanto as médias mensais de

temperaturas minimas e maximas, e de porcentagem de umidade relativa (Tabela 2).

Tabela 2. Médias mensais de fatores climédticos registrados em trés fazendas do cinturdo
citricola brasileiro no periodo de novembro de 2012 a dezembro de 2013.

Fatores climaticos
Amplitude  Umidade

Fazenda Regido  Temperatura Temperatura PR . Precipitacdo
minima (°C) maxima (°C) termica relativa (mm)
G (%)
Santa Maria Centro 17,00 b 3142 b 14,42 a 49,42 a 167,71 a
Portal de Minas Norte 19,00 a 33,07 a 14,14 a 39,42 b 144,85 a
Rio Verde e Vale Verde  Norte 18,57 a 31,78 b 13,14 a 51,50 a 150,92 a

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

As plantas foram avaliadas visualmente a cada dois ou trés meses. As avaliacdes
foram feitas em um ramo sintomdtico previamente selecionado e etiquetado. Foram contadas
e quantificadas a propor¢do do nimero de folhas com os diferentes tipos de sintomas (4 de

mosqueado e 4 de deficiéncia mineral, conforme Figura 6).
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5.1 Evolucao dos sintomas de HLLB na copa em plantas engaioladas e ndo engaioladas na
fazenda Santa Maria.

Como havia ddvidas se a gaiola poderia elevar a temperatura ao ponto de interferir nos
resultados, na Santa Maria também se avaliou sintomas em plantas nao protegidas escolhidas
e tratadas da mesma forma que as plantas engaioladas.

Nas Figuras 8 e 9 sdo apresentadas porcentagens médias acumuladas e porcentagens
separadas por nivel de intensidade dos sintomas de mosqueado (inicial, leve, moderado e
severo) e por nivel de intensidade de deficiéncia (leve, leve a moderada, moderada e severa).

Quando se analisa os dados de mosqueados e deficiéncia nas folhas, tanto os
acumulados como os separados em categorias, observa-se que plantas engaioladas e ndo
engaioladas ndo diferiram na quantidade de sintomas. Isto ocorreu para a maioria dos valores

de mosqueado (Fig. 8) e para a totalidade dos valores de deficiéncia (Fig. 9).
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Figura 8. Porcentagens médias de folhas mosqueadas, acumuladas
e separadas por intensidade de sintomas, em plantas engaioladas
(barras azuis) e ndo engaioladas (barras vermelhas) na fazenda
Santa Maria. Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si
(Tukey, p< 0,05). Sao apresentadas letras somente paras as médias
que diferiram entre si.

Figura 9. Porcentagens médias de folhas com deficiéncia mineral,
acumuladas e separadas por intensidade de deficiéncia, em plantas
engaioladas (barras azuis) e ndo engaioladas (barras vermelhas) na fazenda
Santa Maria. Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (Tukey,
p< 0,05). Sdo apresentadas letras somente paras as médias que diferiram
entre si.
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5.2. Evolucao dos sintomas de HLB na copa em plantas engaioladas nas fazendas Santa
Maria, Portal de Minas, e Rio Verde/Vale Verde.

Nas Figuras 10 e 11 s@o apresentados os resultados comparativos da avaliacdo de
sintomas em plantas mantidas engaioladas nos trés locais do cinturdo citricola. Em cada caso,
sao apresentadas porcentagens médias acumuladas e porcentagens separadas por nivel de
intensidade dos sintomas de mosqueado (inicial, leve, moderado e severo) e por nivel de
intensidade de deficiéncia (leve, leve a moderada, moderada e severa). As plantas da Portal de
Minas ndo foram avaliadas em novembro de 2012.

Quando se analisa os dados acumulados de folhas com sintomas de mosqueado (Fig.
10), apesar das variacdes ao longo do tempo, observa-se, de maneira geral, similaridade nos
dados entre os trés locais. Nas duas datas em que houve diferencas entre as médias, estas
foram maiores na Santa Maria e Portal de Minas do que na Rio Verde/Vale Verde. Quando se
analisa os dados separados por categorias somente no més de dezembro de 2013 observou-se
diferengas entre regides, sendo para mosqueado inicial maior valor para Portal de Minas e,
para mosqueado severo, maior valor para a Santa Maria. Interessante observar que nos meses
mais quentes do ano (novembro de 2012 e janeiro, novembro e dezembro de 2013) foi
detectado mosqueado severo na Santa Maria, mas ndo nas fazendas do norte do cinturdo

citricola (Portal de Minas e Rio Verde/Vale Verde).
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Figura 10. Porcentagens médias de folhas mosqueadas,
acumuladas e separadas por intensidade de sintomas, em plantas nas
fazendas Santa Maria, Portal de Minas e Rio Verde e Vale Verde.
Meédias seguidas de letras diferentes diferem entre si (Tukey, p<
0,05). Sao apresentadas letras somente paras as médias que diferiram
entre si.

Figura 11. Porcentagens médias de folhas com deficiéncia
mineral, acumuladas e separadas por intensidade de deficiéncia, em
plantas nas fazendas Santa Maria, Portal de Minas e Rio Verde e
Vale Verde. Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si
(Tukey, p< 0,05). Sao apresentadas letras somente paras as médias
que diferiram entre si.

Com relagdo a deficiéncia mineral (Fig. 11), da mesma forma que o observado para

mosqueado, apesar das variagdes ao longo do tempo, observa-se, de maneira geral,
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similaridade nos dados entre os trés locais, com excecdo das datas de janeiro, junho e
setembro de 2013 aonde se detectou maiores valores para a Santa Maria e Rio Verde e Vale
Verde. Somente em janeiro de 2013 o valor observado na fazenda Portal de Minas foi maior
que o da Santa Maria, porem inferior ao da Rio Verde e Vale Verde. Quando os dados sdo
separados por categorias, houve diferencas somente em duas das oito datas da categoria
deficiéncia leve, sendo maior na Rio Verde e Vale Verde do que para os demais locais.

Com excec¢do da data de agosto de 2013, quando uma pequena porcentagem de folhas
com deficiéncia severa foi detectada na Portal de Minas, em nenhum local foi detectada folha
com deficiéncia severa no ramo marcado para este tipo de avaliacdo. Folhas com deficiéncia
moderada foi detectada somente na Santa Maria, mas também em baixas incidéncias.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as médias gerais dos valores das categorias e do total de

sintomas observados nas trés fazendas.

Tabela 3. Médias gerais dos valores para categorias de sintomas observados nas trés fazendas
do cinturdo citricola brasileiro no periodo de novembro de 2012 a dezembro de 2013.

Mosqueado Deficiéncia mineral
Fazenda
Ml M2 M3 M4 Total D1 D2 D3 D4 Total
Santa Maria 10,36 ab 16,48 a 15,65a 8,05a 50,52 a 2732 a 8,18a 3,82a 0 a 3932a
Portal de Minas 17,59 a 11,77ab  1344a 3,33ab 46,12a 649 b 3,17a 0 a 048a 10,14 b

Rio Verde/Vale Verde 4,60 b 538 b 691 a 244 b 1934 b 33.89a 945a 0 a 0 a 4333a

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Com relagdo ao mosqueado, a Rio Verde/Vale Verde foi o local com menores
intensidades de sintomas em todas as categorias, separadas ou agrupadas. J4 com relacdo a

deficiéncia mineral, menores valores foram encontrados na Portal de Minas.

5.3. Andlise da associacdo entre clima e sintomas de HLB nas fazendas Santa Maria,
Portal de Minas, e Rio Verde/Vale Verde

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores das andlises da regressao multipla. Os valores
abaixo das varidveis independentes (fatores climaticos) mostram quais foram participativos ou
ndo na expressao dos sintomas, sendo que os valores positivos ou negativos se associaram
positiva ou negativamente na manifestacdo dos sintomas. Os valores em vermelho querem

dizer que aquele fator € o que mais contribuiu na equacao.
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Tabela 4. Coeficientes de regressdo e determinacdo entre variaveis dependentes (folhas com
diferentes tipos e intensidade de sintomas) e variaveis climaticas independentes* registradas
em periodos de sete, 15, 30 e 60 dias antes das avaliacOes dos sintomas nas plantas
engaioladas mantidas nos trés locais do cinturdo citricola, no periodo de novembro de 2012 a
dezembro de 2013.

. Diasde
'“"’:::ad" regisro | P | | | Inter- |Chuva |HUR| HUR| | H5- | H10-| H15- | H20- | H25- | H30- | H35- | HAC | Max | Min | Amplitude
omas | @ntesda | <0.05 cepto | (mm) |>50%|<50% 10c | 15¢ | 20¢ | 25¢ | 30c | 35C | 40C | 40C | Abs | Abs | témmica
avaliagio
7d  |0,0087| 06 |51] 99,9 0,62 0,30 | 0,51 -0,05
Deficiéncia | 15d |0,0087| 0,7 | 48| 1386 1,10 0,57 0,21 0,67| 0,45 -0,59 1,38
love 304 0,0070| 0,7 | 5,2 108,7 -0,91 0,57 -0,05 -0,61 1,33
60d |0,0234 08 |45 497 0,97 1,90 [-1,901( 1,16 1,14 055 | -1,20( 0,75
Deficianci 15d | 0,0139] 03 |74 265 0,54
leve a 30d  |0039%] 02 [50] 27.5 0,48
moderada 60d [0,0325 0,7 [38| -536 0,54 0,00 240( 1,16 | 0,79 165| 0,9
7d  |0,0005| 06 [123] 03 0,55 0,45
Defeciéncia| 15d |0,0001| 0,7 [14,3] 11,1 0,35 0,83 | 0,31
moderada [ 30d  |0,0018] 0,9 | 80| 36,8 1,04 | 0,89 0,30 1,90 0,28] 0,43 | 0,20 1,70
60d |0,0005| 1,0 [646] 453 1,30| 2,60 | -0,77[ 2.45 [ 2,00 1,50] 0,77] 0,32 1,196 | -0,22[ 0,09 [ -0,28
7d  |0,0000] 0,9 [393] -15 0,51] 1,67 0,39 0,17 1,16
Deficiéncia 15d 0,0002| 0,7 (11,0 0,1 0,20| -0,83| 0,00 | 1,07
severa 30d |0,0002| 0,7 [129] 1,6 0,61 1,63 0,78
60d |0,0270| 06 [40| -09 0,61 1,61 0,54 0,41
S 15d | 0,0002| 0,6 [154] 1221 0,67 0,44
Total & 30d |00071| 05 |59| 1018 0,58 0,22 0,27
60d |0,0123| 07 [50] 787 0,72 1,06 0,73| 0,61 -0,70
“Mosqueado
inicial 60d |00328| 06 |38| 1266 097 | 0.44 03| 046
Mosqueado
leve 30d |00149| 06 |44| 24 0,87 | 0,69 0,39 1,40 0,79
Mosqueado | 15d | 0,0206| 04 | 39| 495 | 056 028 0,35
moderado 60d |0,0053| 05 |7,8| -127 0,38 0,77
B 15d | 0,0054| 08 | 54| 69,2 0,51 | -1,40 0,89[ 0,58 -0,38| 1,12 [ 0,60
M ey 30d |0,0258] 06 |37| 1032 | 083 0,50 0,31 0,81 0,39 1,94
60d | 0.0014| 0.9 [129] 158 043 0.48 1.96 | 1.73 | 2.83 | 0.53 026|129 0.76
7d  |0,0452] 05 [31] 2805 0,68 0,55| 0,40 0,40| 0,90
m:;:e:Zo 30d  |0,0275 04 | 45| 1065 0,77 0,60
60d |0,0005| 09 [11,5] 76,3 | 1,10 | 0,94 | 0,49 0,53 1,11 -1,10

*chuva, nimero de horas de umidade relativa maior (HUR>50%) e menor (HUR>50%) que 50%, nimero de
horas entre 0 e 5 (HO-5C), 5 e 10 (H5-10C), 10 e 15 (H10-15C), 15 e 20 (H15-20C), 20 e 25 (H20-25C), 25 e 30
(H25-30C), 30 e 35 (H30-35C), 35 e 40 (H35-40C), e acima de 40 (HAc 40C) graus Celsius, temperaturas
méaxima (Max Abs) e minima (Min Abs) absolutas, e amplitude térmica). Estdo marcados em vermelho os
valores da andlise da regressdo com peso mais significativo na equagdo de regressao.

Todas as variaveis avaliadas estiveram associadas aos sintomas de HLB, nos seus
diferentes niveis de intensidade. No entanto, houve variagdo entre tipos de sintomas
(mosqueado ou deficiéncia) e nimero de varidveis independentes.

Analisando-se as categorias de sintomas isoladamente e o total de categorias, dentro
de cada tipo de sintomas, nota-se associacdo de maior nimero de varidveis (84), e em maior

intensidade, com deficiéncia mineral do que com mosqueado (49) (Fig. 12).
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Figura 12. Totais de associagdo entre varidveis dependentes (folhas com diferentes tipos e intensidade de
sintomas) e variaveis independentes (fatores climaticos).

As que mais frequentemente se associaram a deficiéncia mineral foram (i) o numero
de horas com umidade relativa do ar acima de 50%, (ii) o nimero de horas com temperatura
entre 0 e 5°C e (ii1) acima de 30°C, e (iv) a temperatura minima absoluta.

Por outro lado as que mais frequentemente se associaram ao mosqueado foram (i) o
numero de horas acima de 40°C, (ii) a temperatura maxima absoluta e (ii1) o nimero de horas
com umidade relativa do ar acima de 50%. Houve associacdo de chuvas somente com

mosqueado e de temperatura minima absoluta somente com deficiéncia mineral.

5.4. Natureza das associacdes entre propor¢ido de folhas sintomaticas e varidveis
climaticas

Para determinagdo da natureza das associagdes, foi excluido o periodo de registro de
60 dias antes das avaliagdes, tendo em vista a baixa reprodutibilidade das associagdes
envolvidas.

As associagdes foram neutras, positivas ou negativas. Para facilidade de comparacao,
os dados apresentados na Tabela 4 foram transformados em graficos de barras mostrados nas
Figuras 13 (deficiéncia mineral versus clima) e 14 (mosqueado versus clima).

No caso das deficiéncias, quando o peso da associacdo foi significativo (determinado
pelo programa Statistica), em geral a natureza da associa¢do (positiva ou negativa) se repetiu
em pelo menos dois dos trés distintos periodos de dados climaticos submetidos a avaliagdo,
ou seja, 7, 15 e 30 dias antes da data da avaliagdao dos sintomas (Fig. 13).

Para fins de analise foram levadas em considerac¢do neste trabalho apenas as variaveis
que se repetiram em pelo menos dois dos trés periodos de dados climaticos submetidos a
avaliagdo, e isto ocorreu com oito das 14 variaveis independentes analisadas: nimero horas de

umidade relativa acima de 50% (HUR>50%), nimero horas de temperatura entre 0 e 5°C
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(HO-5C), 5 e 10°C (H5-10C), 10 e 15°C (H10-15C), 30 e 35°C (H30-35C), 35 e 40°C (H35-

40C) e acima de 40°C (HAc 40C), e temperatura minima absoluta (Min Abs).
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Figura 13. Graficos gerados com valores mostrados na Tabela 4. Representam coeficientes de determinagdo
entre as varidveis dependentes (sintomas de deficiéncia mineral) e varidveis independentes (climéticas). Foram
excluidas da Tabela 4 as associac¢des entre sintomas e dados de clima registrados nos 60 dias anteriores a data de

avaliacdo de sintomas.
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O numero, tipo ou peso da varidvel climatica independente variou dependendo da
intensidade do sintoma de deficiéncia analisado (leve, moderada, moderada a severa, severa).
Deficiéncia leve foi influenciada negativamente pela HUR>50%, H30-35C e H35-40C, e
positivamente pela HO-5C e Min Abs. Deficiéncia leve a moderada foi influenciada
positivamente pela HAc40C. Deficiéncia moderada a severa foi influenciada negativamente
pela HO-5C e positivamente pela H5-10C, H10-15C e Min Abs. Deficiéncia severa, assim
como o total de deficiéncia, foi influenciada negativamente pelo HUR>50%.

No caso do mosqueado, ndo foi detectada nenhuma associagdo similar a observada
com deficiéncia (em termos de repeticio de tendéncias dentro de uma mesma varidvel
climédtica independente), a ndo ser no total de mosqueado, aonde, contrario ao observado com

deficiéncia, o HUR>50% influenciou positivamente os sintomas.
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Figura 14. Grificos gerados com valores mostrados na Tabela 4. Representam coeficientes de correlagdo entre
as varidveis dependentes (sintomas de mosqueado) e varidveis independentes (climdticas). Foram excluidas da
Tabela 4 as associacdes entre sintomas e dados de clima registrados nos 60 dias anteriores a data de avaliacdo de
sintomas.
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5.5. Evolugao da infec¢do na copa

O segundo objetivo deste trabalho foi avaliar a evolucdo da infec¢do na copa de
plantas nos trés locais em diferentes épocas do ano. Na Figura 15 sdo apresentadas as médias
gerais e por planta das porcentagens dos ramos infectados por Ca. L. asiaticus nas trés locais,

e na Figura 16 sdo apresentadas as médias das trés épocas de avaliacdo por local.
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Figura 15. Evolu¢do nas porcentagens de ramos com Liberibacter em plantas mantidas dentro das gaiolas em
trés locais do cinturdo citricola.

Na Santa Maria e Portal de Minas a porcentagem de infeccdo ja tinha atingido valores
acima de 90% seis meses apds o inicio das avaliagdes enquanto que na Rio Verde/Vale Verde
a infec¢do so ultrapassou os 90% na terceira avaliacdo, feita mais de um ano apos a primeira.

Apesar das diferencas detectadas, quando se analisa planta a planta (Fig. 15), na média geral



32

de todas as datas de avaliacOes ndo se detectou diferenca estatistica entre as fazendas (Fig.

16).
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Figura 16. Porcentagem média de todas as datas de avaliagdes (junho/2012, janeiro/2013 e agosto/2013) por
fazenda.

Quando se compara a concentragdo de Liberibacter em amostras de casca de ramos e
de folhas das plantas nas quais se avaliou a evolug@o da infec¢do, nota-se, maiores valores em
amostras da Santa Maria, seguidos dos da Portal de Minas e Rio Verde/Vale Verde. Na
primeira avaliagdo em junho de 2012, que consistiu de amostras de casca, a média dos titulos
de Liberibacter em log de Ca. L. asiaticus por grama de tecido de floema da casca foram
3,6+0,6, 2,6+0,4 e 1,7+1,0, respectivamente para plantas da fazenda Santa Maria, Portal de
Minas e Rio Verde/Vale Verde. Na segunda avaliagdo feita apds seis meses (janeiro de 2013),
que consistiu de amostras de folhas, a média dos titulos de Ca. L. asiaticus em log do nlimero
de células por grama de tecido de floema de folhas foram 5,8+0,2, 4,5+0,2 e 3,5 1,1,
respectivamente, para plantas das fazendas Santa Maria, Portal de Minas e Rio Verde/Vale

Verde.

5.6. Experimento de inoculacio em casa de vegetacao

O terceiro objetivo deste trabalho foi verificar nos trés locais se os titulos bacterianos
quantificados em amostras de casca de segmentos de ramos de plantas com sintomas de HLB
se correlacionariam com taxas de transmissdo por enxertia em plantas sadias mantidas em
casa de vegetacdo. Adicionalmente, teve como objetivo verificar se as bactérias do norte
teriam ou ndo comportamento patogénico similar ao da bactéria do centro de SP, em termos
de tipos de sintomas manifestados nas plantas inoculadas.

Na tabela 5 sdo apresentadas médias dos titulos bacterianos de plantas engaioladas no

momento da enxertia, expressados em log do nimero de células de Ca. L asiaticus por grama
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de tecido de floema da casca do borbulhdo, taxas de sobrevivéncia do borbulhdo e taxas de

transmissao da bactéria.

Tabela 5. Titulo de Ca. Liberibacter asiaticus (Las) em ramos de plantas de laranja
naturalmente infectadas e mantidas dentro de gaiolas, em trés locais do cinturdo citricola
brasileiro, e taxa de transmissdo da bactéria para plantas sadias, por meio de enxertia, em
diferentes épocas do ano.

Data de Origem do inéculo Plantas inoculadas
Local _coletae Totalde  Titulo de Total® % deborbulhdes Plantas %
inoculacio plantas Las® sobreviventes® infectadas® ¢
maio-13 6 6,08a A 23 87,0 18 90,3a A
Faz. Santa 013 6 599a A 24 91,7 18 833aA
Maria
dezembro-13 6 549 bA 25 79,2 15 77,8 aA
maio-13 6 5,66 a AB 24 100,0 18 75,0 a A
Faz. Portal 0 c0-13 6 571a A 24 87,5 19 917aA
de Minas
dezembro-13 6 536a A 24 54,2 13 100 a A
. maio-13 4 5,08a B 16 100 11 68,8 a A
Faz. Rio
Verde/Vale  agosto-13 4 593a A 16 68.8 10 91,7a A
Verde  jezembro-13 4 588a A 15 86,7 13 100 a A

* Média do log;o do niimero de células estimado com uso de curva padrio. ” Nimero de plantas sadias com 8
meses de idade mantidas em vasos e inoculadas no caule com segmento de ramos sintomdticos com 4 cm de
comprimento (borbulhfio) retirado da respectiva planta fonte. ¢ Plantas nas quais o borbulhdo sobreviveu o
processo de enxertia. ¢ Total de plantas que manifestaram sintomas inequivocos de HLB ou que resultaram
positivo por qPCR (Ct <32,0). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey; p<0,05).
Letras mintsculas indicam comparag¢@o entre datas dentro de cada local e maidsculas entre locais para cada data.

Quando se compara os titulos bacterianos nas plantas engaioladas entre datas dentro de
cada local houve diferenca somente na Santa Maria, com os titulos de maio e agosto maiores
do que os de dezembro, e quando se compara os titulos bacterianos nas plantas engaioladas
entre locais para cada data houve diferenca somente no més de maio, com maior valor para
Santa Maria (A) que nao diferiu de Portal de Minas (AB), mas que diferiu de Rio Verde/Vale
Verde (B). Para a porcentagem de transmissdo ndo houve diferencas entre datas dentro de
cada local, e entre locais para cada data. Com relagdo ao tipo de sintomas manifestados nas
plantas inoculadas, nio se detectou diferencas nitidas entre as regides e épocas do ano.

Na tabela 6 sdo apresentadas médias dos titulos bacterianos de plantas mantidas fora
da gaiola, expressados em log do nimero de células de Ca. L asiaticus por grama de tecido de
floema da casca do borbulhao, taxas de sobrevivéncia do borbulhdo e taxas de transmissao da

bactéria.
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Tabela 6. Titulo de Ca. Liberibacter asiaticus (Las) em ramos de plantas de laranja
naturalmente infectadas e mantidas fora da gaiola, em trés localidades do cinturdo citricola
brasileiro, e taxa de transmissdo da bactéria para plantas sadias, por meio de enxertia, em
diferentes épocas do ano.

Origem do inéculo Plantas inoculadas
Data de coleta
Local e inoculaciio Total de Titulo de Total® % de borbulhdes Plantas . %
plantas Las® sobreviventes* infectadas
maio-13 6 5,98 a 24 100 24 100 a
Faz. Santa agosto-13 6 597 a 24 75,0 16 88,9 a
Maria dezembro-13 6 5,70 a 24 87,5 19 91,7a
fevereiro-14 6 4,87 b 30 96,7 25 85,8 a
Faz. Portal = ¢ . eiro-14 6 542 30 80 17 69.7
de Minas
Faz. Rio
Verde/Vale fevereiro-14 6 n.a. 30 100 24 80,0
Verde

* Média do log;y do nimero de células estimado com uso de curva padrio. ° Niimero de plantas sadias com 8
meses de idade mantidas em vasos e inoculadas no caule com segmento de ramos sintomdticos com 4 cm de
comprimento (borbulhdo) retirado da respectiva planta fonte. © Plantas nas quais o borbulhdo sobreviveu o
processo de enxertia. ¢ Total de plantas que manifestaram sintomas inequivocos de HLB ou que resultaram
positivo por qPCR (Ct <32,0). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey; p<0,05).

Comparacoes de médias dos titulos bacterianos entre datas foram feitas somente para a
Santa Maria, que apresentou menor valor somente em fevereiro. Nao houve diferenca entre

datas quanto as porcentagens de transmissao.

5.7. Andlise da associacao entre clima e log de Las nas fazendas Santa Maria, Portal de
Minas, e Rio Verde/Vale Verde

Resultados da anélise de regressdo sao mostrados na Figura 17.

Predicted vs. Observed Values
Dependent variable: log medio

8.2

Obsanved Values

5.6 5.8 6.0 6.2
Predicted Values | “o_95% confidence

Figura 17. Valores de log;y médio estimado do nimero de células de Ca.
L. asiaticus na casca de ramos secundarios com sintomas de HLB, em
laranjeira naturalmente infectada com a bactéria, previstos com base na
equacgdo (Log=5,97+0,316 x horas abaixo de 15°C-0,53 x horas acima de
30°C) gerada por meio de andlise de regressao multipla.
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Analise de regressdo mostrou associagdo entre log de Las e nimero de horas abaixo de 15°C e
acima de 30°C, calculados sete dias antes da coleta dos borbulhdes (F=7,23; p=0,009; R? ajustado
=0,49). A associagdo foi positiva para nimero de horas abaixo de 15°C e negativa para nimero de

horas acima de 30°C (Log=5,97+0,316 x horas abaixo de 15°C-0,53 x horas acima de 30°C) (Figl7).

6. DISCUSSAO

6.1. Diferencas nos niveis de sintomas em plantas engaioladas e nio engaioladas na
fazenda Santa Maria

De forma geral ndo se observou diferenca nas porcentagens de folhas com mosqueado
ou deficiéncia mineral entre plantas com e sem gaiola (Fig. 8 a 9). A inexisténcia de diferenca
significativa nas médias para maioria das datas amostradas quanto a porcentagem de sintomas
nos diferentes tipos (mosqueado e deficiéncia mineral) e intensidade de sintomas (leves a
severos) nas plantas com e sem gaiola, indica que as gaiolas se mostraram apropriadas a

conducdo do estudo proposto.

6.2. Diferencas nos niveis de sintomas em plantas engaioladas nas trés regioes do parque
citricola

Com relacdo ao mosqueado, as plantas das fazendas Santa Maria e Portal de Minas
expressaram niveis mais altos que as da Rio Verde/Vale Verde (Tab. 3). Quais poderiam ser
as causas desta ocorréncia? Na andlise de regressdo o fator que mais se correlacionou (em
mais de um periodo de andlise de clima) ao mosqueado foi o acumulado de horas de umidade
relativa acima de 50%, ou seja, quanto maior a quantidade de umidade relativa acima de 50%
maior a quantidade de mosqueado. De fato, valores de umidade relativa sdo maiores na Santa

Maria e Portal de Minas, conforme mostra a Figura 18, validando os resultados da regressao.
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Acumulado de horas com umidade relativa acima de 50%
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Figura 18. Nimero de horas acumuladas com umidade relativa acima de 50% nas fazendas Santa Maria, Portal

de Minas, Rio Verde/Vale Verde, nos ultimos 7 e 30 dias anteriores as datas das avaliacdes de sintomas em
folhas.

Ainda com relagdo ao mosqueado, era de se esperar que a andlise de regressdo
apontasse que temperaturas mais amenas também favorecessem sintomas de mosqueado, visto
que, esses sintomas sdo bastante evidentes no outono-inverno e foram intensos na fazenda
Santa Maria, aonde sempre se detectou menores temperaturas minimas absolutas (Tab. 2). No
entanto, nao houve qualquer correlag¢do neste sentido.

Com relacdo a deficiéncia, plantas das fazendas Santa Maria e Rio Verde/Vale Verde
expressaram niveis mais altos do que as plantas da Portal de Minas (Tab. 3). Quais poderiam
ser as causas?

Neste estudo temperaturas baixas (minimas absolutas e entre 0 e 5°C) estiveram
associadas a maiores valores de deficiéncia leve e moderada, corroborando observagdes de
campo. E nitida a expressio de sintomas de deficiéncia nos meses mais frios do ano, estando
ou ndo a planta infectada por Liberibacter.

Ainda com relagdo a deficiéncia, andlise de regressdo mostrou que umidade relativa
acima de 50% e temperaturas altas, em particular de 35 a 40°C, se correlacionaram
negativamente com deficiéncia leve. Como ja apresentado (Fig. 18), a Portal de Minas é a
fazenda com maiores valores de umidade relativa acima de 50% e € a fazenda com menores
indices de deficiéncia.

Com relacdo ao acumulado de horas as temperaturas de 35 a 40°C, observa-se
tendéncia de maiores valores na fazenda Rio Verde/Vale Verde (Fig. 19). Portanto, era de se

esperar menores niveis de intensidade de deficiéncia mineral neste local, o que nio ocorreu.
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Acumulado de horas com temperaturas de 35 a 40° C
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Figura 19. Numero de horas acumuladas com temperaturas de 35 a 40°C nas fazendas Santa Maria, Portal de
Minas, Rio Verde/Vale Verde, nos tltimos 7, 30 e 60 dias anteriores as datas das avaliagdes de sintomas de
deficiéncia mineral em folhas.

Dessa forma algum outro fator pode ter contribuido para os resultados obtidos.
Suspeita-se que este fator seja o nivel de micronutrientes ou de matéria organica do solo.
Conforme ja mencionado, dos trés locais estudados, a fazenda Portal de Minas ¢ a tinica que
se encontra em area de solos mais argilosos. Ademais, em anélise de solo feita em marco de
2013 maiores valores de matéria organica também foram detectados na Portal de Minas (20
g/dm®) do que na Rio Verde/Vale Verde e Santa Maria, respectivamente com 10 e 9 g/dm’. E
sabido que quanto maiores os teores de argila e matéria organica, maiores sao os niveis de
micronutrientes. As deficiéncias associadas ao HLB sdo de micronutrientes, sintomas esses
que ocorreram em maiores propor¢des nas fazendas de menores niveis de matéria organica e
argila, supostamente mais pobres em micronutrientes.

As maiores quantidade de deficiéncia nas duas fazendas sugerem que os
complementos feitos nos niveis indicados (Fig. 6) ndo foram suficientes para eliminar a
deficiéncia associada ao HLB. Dada a complexidade do assunto em questdo, estudos

complementares estdo previstos com o objetivo de se avaliar melhor este aspecto.

6.3. Evolu¢ao da infec¢io das copas por Liberibacter

Esta parte do estudo foi conduzida visando determinar se haveria diferencas na
evolugdo da infeccdo das plantas entre locais. Andlise estatistica mostrou ndo haver

diferencas. No entanto, este aspecto precisa ser mais bem investigado. A razao esta no total
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desconhecimento de quando ocorreu a infec¢do inicial nas plantas estudadas. Dessa forma, assim

como no caso da deficiéncia mineral, este topico requer estudos mais aprofundados.

6.4. Titulos de Liberibacter e correlacao com taxas de transmissao por Liberibacter

Esta parte do estudo foi conduzida com o objetivo de se determinar se as variacdes no
clima (Tabela 2) poderiam estar afetando a sobrevivéncia da bactéria nos ramos, e se as linhagens
de Liberibacter prevalentes no norte do cinturdo citricola se assemelhavam com as prevalentes no
centro. Para tanto, borbulhdes (segmentos de ramos) foram coletados em épocas diferentes e
inoculados em plantas sadias em casa de vegetagao.

Os titulos nos borbulhdes de plantas engaioladas variaram entre 5,08 e 6,08 células por
grama de tecido de casca que resultaram em porcentagens de transmissdo que ndo diferiram
estatisticamente. As médias dos titulos foram diferentes entre locais somente no més de maio
(menor para a Rio Verde/Vale Verde do que para a Santa Maria), e entre datas somente dentro da
Santa Maria (menor para o més de dezembro que para os demais).

Variagdes nos titulos existiram também nas plantas mantidas foram da gaiola (4,87 a
5,98) na fazenda Santa Maria, que também resultaram em porcentagens de transmissao que nao
diferiram estatisticamente. Aqui também houve diferengas estatisticas entre os titulos, com
valores menores para o més de fevereiro do que para os demais.

Tendo em vista que as plantas inoculadas manifestaram sintomas similares, indicativo de
que as bactérias presentes nos trés locais consistem, provavelmente, de mesma linhagem
patogénica, suspeitou-se que as diferencas nos titulos poderiam estar associadas a variagdes
climdticas, o que foi confirmado por andlise de regressdo. A andlise indicou haver associa¢do
positiva para temperaturas abaixo de 15°C e negativa para temperaturas acima de 30°C. De fato,
conforme mostra a Figura 20, na Santa Maria valores de temperaturas abaixo de 15°C foram
maiores que nas outras fazendas nos més de maio de 2013 (Fig. 20 A), e maiores tanto dentro

(Fig. 20 B) como fora (Fig. 20 C) da gaiola nos meses de maio e agosto de 2013.
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Figura 20. Numero de horas abaixo de 15 e acima de 30°C registrados nos ultimos sete dias antes da coleta
de segmentos de ramos de plantas com HLB engaioladas (A e B) e ndo engaioladas (C), os quais foram
usados na inoculag@o das plantas em casa de vegetacdo. (A) Maio de 2013, nas fazendas Santa Maria, Portal
de Minas e Rio Verde/Vale Verde. (B) Maio, agosto ¢ dezembro de 2013 na fazenda Santa Maria. (C) Maio,
agosto e dezembro de 2013 e fevereiro de 2014.

De maneira geral este estudo demonstrou a importancia do clima, em particular da

temperatura e umidade relativa, sobre os sintomas de HLB e corroborou resultados ja

publicados sobre a influéncia da temperatura sobre a multiplicagdo de Liberibacter tanto em

folhas maduras (Lopes et al, 2009b) como em novas brota¢des (Lopes et al., 2013).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo mostrou que as plantas das trés fazendas avaliadas (Santa Maria, Portal de
Minas e Rio Verde/Vale Verde) apresentaram comportamentos distintos frente ao HLB. Na
Santa Maria a evolugao dos sintomas e os titulos foram maiores e predominou sintomas de
mosqueado e deficiéncia mineral. Na Portal de Minas os titulos foram intermedidrios e
predominou sintomas de mosqueado. Na Rio Verde/Vale Verde os titulos foram menores e
predominou sintomas de deficiéncia mineral, principalmente deficiéncia leve. Visto que
sintomas iniciais de HLB s@o facilmente confundidos com sintomas iniciais de deficiéncia
mineral, a predominancia de sintomas de deficiéncia mineral leve na Rio Verde/Vale Verde
explica a maior dificuldade de reconhecimento de plantas com HLB neste local e a maior
dependéncia do teste de PCR para a correta diagnose. A predominancia de mosqueado nas
duas outras fazendas explica a maior facilidade de reconhecimento de plantas com HLB
naqueles locais e a menor dependéncia do teste de PCR.

Andlise de regressdao dos dados dos trés locais mostrou haver relag@o entre sintomas e
fatores climaticos. O mosquedo se correlacionou positivamente com umidade relativa alta
principalmente, e deficiéncia mineral com temperaturas baixas. A deficiéncia também se
correlacionou, porém negativamente, com umidade relativa e temperaturas altas.

Correlacdo positiva de deficiéncia com baixas temperaturas a negativa de deficiéncia
com altas temperaturas corroboram observagdes de campo. Cruzamento dos resultados da
regressdo com as condi¢des predominantes no campo indicou que a expressao dos sintomas
de HLB também deve ser influenciada por outros fatores, ndo climaticos, como a fertilidade
do solo, assunto que precisa ser mais bem investigado.

Neste estudo a concentracdo de Liberibacter em ramos foi menor naqueles coletados
no local e nos meses de temperaturas mais elevadas demonstrando haver efeito das
temperaturas mais altas também sobre a bactéria presente na parte interna da casca. Efeito
negativo da temperatura sobre Liberibacter ja foi demonstrado em outros estudos envolvendo

folhas maduras e brotagdes.
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