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Incidéncia e distribuicao de Diaphorina citri portadores de Candidatus
Liberibacter asiaticus em regioes citricolas com alerta fitossanitario no
estado de Sao Paulo

Autor: Rodrigo Sousa Sassi
Orientador: Dr. Nelson Arno Wulff
Coorientador: Dr. Renato Beozzo Bassanezi

Resumo

Dentre os problemas fitossanitdrios ocorrentes no cultivo de citros estd o Huanglongbing
(HLB), doengca que no Brasil estd associada majoritariamente a Candidatus Liberibacter
asiaticus (Las). Sua transmissao e disseminacdo € feita pelo psilideo Diaphorina citri. Para o
monitoramento do psilideo nos pomares sdo utilizados cartdes adesivos amarelos instalados nas
plantas, localizadas na borda dos pomares. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
porcentagem de insetos portadores de Las (Las+), correlacionando com a populagdo de insetos
capturados em cartdes € com o manejo adotado para controle do HLB nas propriedades onde
os cartdes foram instalados. O estudo foi feito ao longo de um ano, em quatro regides citricolas
do estado de Sdo Paulo, divididas conforme modelo do Sistema de Alerta Fitossanitario do
Fundecitrus. Cartdes foram instalados, avaliados e substituidos quinzenalmente durante o
periodo de fevereiro de 2014 até fevereiro 2015 em propriedades nas regides de Avaré,
Araraquara, Bebedouro e Santa Cruz do Rio Pardo. Em cada leitura foi realizada a coleta de até
50 psilideos por regido, e a deteccdao dos insetos Las+, realizadas por meio de qPCR. As
propriedades foram classificadas de acordo com o manejo adotado para o controle do HLB:
Manejo A (MA) realiza inspe¢do da doenca, erradica plantas sintomaticas e aplica inseticidas
para o controle do psilideo; Manejo B (MB) realiza somente pulverizag¢ao de inseticidas; e Sem
Manejo (SM) ndo adota as medidas acima. As médias bimestrais de psilideos Las+ divididos
por regido e pelo manejo adotado nas propriedades foram comparadas. A regiao de Santa Cruz
do Rio Pardo com 71% das amostras Las+ diferiu da regido de Bebedouro que apresentou 56%.
As regides de Avaré e Araraquara nao apresentaram diferencga estatistica das demais regioes.
Também foram avaliados o nimero de insetos capturados por cartdo, a porcentagem de
psilideos Las+ em cada regiao ao longo do tempo e estimado a populacao de insetos que seriam
Las+ por regido. A quantidade de psilideos aumentou gradativamente entre julho e agosto nas
regides de Avaré e de Santa C. do Rio Pardo, a partir de setembro e outubro na regido de
Araraquara e de forma intermitente a partir de outubro na regido de Bebedouro. O periodo do
ano com maiores populagdes de insetos potencialmente infectivos foi no inicio da primavera
em Avaré e Santa C. do Rio Pardo; a partir de outubro, com pico em dezembro em Araraquara;
e na regido de Bebedouro em janeiro e fevereiro. A porcentagem média de psilideos Las+
coletados em propriedades SM foram maiores e diferiram estatisticamente das médias obtidas
nas propriedades que adotavam MB. A relacdo entre porcentagem de psilideos Las+ e
quantidade de insetos capturados na regido, em um dado periodo, sinaliza a época do ano mais
critica que pode ocorrer a entrada de psilideos Las+ nos pomares. A regido de Araraquara
possuiu a maior populacdo de insetos Las+ no verdo e Bebedouro a menor, o ano inteiro.

Palavras-chave: Citrus sinensis, Psilideo asiatico dos citros, Huanglongbing, qPCR.
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Abstract

In citrus crop, the Huanglongbing (HLB), a disease that in Brazil is mainly associated to
Candidatus Liberibacter asiaticus (Las), is one of the main phytosanitary problems.
Transmission and dissemination is by the psyllid Diaphorina citri. Yellow sticky cards installed
in citrus plants located in the periphery of the orchards are used to monitor psyllids. This work
aims to evaluate the percentage of psyllid population with Las (Las+) and its correlation with
insect population captured in sticky cards and the management used to control HLB in the
properties where the cards were installed, over a year. Assessment was carried out in four citrus
regions in S3o Paulo state according to the Fundecitrus Phytosanitary Alert System. Cards were
installed, measured and replaced every two weeks on the period of February 2014 to February
2015 in the regions of Avaré, Santa Cruz do Rio Pardo, Araraquara and Bebedouro. In each
reading, up to 50 psyllids per regions were collected and detection of insects Las+ was made
by qPCR. Properties were classified according to the management adopted for the control of
HLB, as follows: Management A (MA) conduct inspection of disease, eradicate symptomatic
plants and spray insecticides to control psyllid; Management B (MB) perform only spray
insecticides; and No Management (NM) did not used the above mentioned practices. Bi-
monthly averages of the percentage of psyllids Las+ divided by region and by adopted
management were compared. Santa Cruz do Rio Pardo region had 71% of Las+ samples and
differed from Bebedouro region that had 56%. Avaré and Araraquara regions showed no
statistical difference from the other regions. Furthermore, we also evaluated the number of
psyllids captured by card per region, the percentage of psyllids with Las+ over time in each
region and estimated the insect population that would be Las+ by region. The amount of psyllids
increased gradually between July and August in Avaré and Santa Cruz regions, from September
to October in Araraquara region and intermittently from October in Bebedouro region. Early
spring in Avaré and Santa Cruz had the largest potentially infective psyllid populations;
Araraquara occurs from October, peaked in December; Bebedouro region reaches the highest
values in January and February. Averages of the percentage of Las+ psyllids collected in SM
properties were higher and statistically different from the averages on the properties that
adopted MB. The relationship between the percentage of psyllids Las+ and the amount of
captured psyllids in the region in a given time denotes the most critical time of year that can
occur psyllids Las+ intake in the orchards. The region of Araraquara has the largest insect Las+
population in summer, while Bebedouro has the smallest, during the whole year.

Keywords: Citrus sinensis, Asiatic psyllid citrus, Huanglongbing, qPCR.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor do mundo de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) e
grande parte dos pomares estao localizados no estado de Sao Paulo, sudoeste de Minas Gerais
e sul do Triangulo Mineiro, com um parque citricola estimado em 174,13 milhdes de arvores
produtivas e estimativa de produzir 286,14 milhdes de caixas de 40,8 kg na safra de 2015/16
(Fundecitrus, 2015a). Grande parte da safra € destinada a produ¢do de suco de laranja. O Brasil
detém 50% da producdo mundial de suco, exporta 98% do que produz e consegue 85% de
participa¢ao no mercado mundial (Neves et al., 2010).

Diversos problemas fitossanitdrios ocorrem no cultivo de citros, e dentre estes o
Huanglongbing (HLB), identificado no Brasil pela primeira vez no ano de 2004 no estado de
Sédo Paulo (Coletta-Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005a) é um dos mais danosos. E uma
doenca, que no Brasil estd associada a Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) asiaticus (Las) e Ca.
L. americanus (Lam). Sua transmissdo e disseminacdo € feita pelo psilideo Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (Capoor et al., 1967; Yamamoto et al., 2006). Além de
Liberibacter, um fitoplasma do grupo IX (Teixeira et al., 2008) foi associado a plantas com
sintomas semelhantes ao de HLB no Brasil.

A ocorréncia do HLB levou a novas acdes de manejo nos pomares brasileiros para
minimizar o impacto da doenga, como o plantio de mudas sadias, a erradicacdo de plantas com
sintomas e o controle do inseto vetor. A Instrucdo Normativa n°53 de 16 de outubro de 2008
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, determina que os citricultores sao
obrigados a inspecionar seus proprios pomares para identificar plantas com HLB, tendo no
minimo uma inspec¢do a cada trimestre. A IN 53 também determina que o produtor € responsdvel
por eliminar as plantas sintomaticas ou os talhdes inteiros com mais de 28% de plantas
sintomadticas em uma unica inspec¢ao, além de enviar relatérios semestrais sobre suas atividades
a Coordenadoria de Defesa Agropecuaria do Estado de Sao Paulo (Coordenadoria de Defesa
Agropecudria, 2015).

O retrato da disseminacdo da doenca no estado de Sdo Paulo mostra que a eliminacao
periddica de plantas sintomaticas, juntamente com o controle do inseto vetor da forma como
vem sendo conduzidos, ndo tem sido suficiente para conter o avanco da doenca no parque
citricola. Psilideos portadores de Las (Las+) dispersam para propriedades produtivas, vindos de
pomares que ndo realizam o manejo correto da doenca, seja por falta de orientagdo, problemas
financeiros ou até mesmo por descaso com a doenca. A eliminac¢do de plantas garante que

infec¢des secunddrias, provenientes de plantas infectadas dentro do pomar sejam pouco



frequentes, mas ndo elimina a doenca da 4rea manejada. Boina et al. (2009) relatou o
movimento de D. citri de pomares sem controle para pomares com controle da doenca e o
inverso. Esse movimento sugere que o inseto pode utilizar as dreas sem manejo como reftigio
e depois re-infestar a drea com manejo, o que resulta em novas infec¢des primdrias na drea
mesmo com o controle de inseticidas.

O método mais utilizado para o monitoramento de psilideos nos pomares € a instalacio
de cartdes adesivos amarelos, com leituras feitas quinzenalmente. A instalacdo € feita em
plantas de citros, localizadas nas divisas das dreas, permitindo identificar pontos de entrada nos
pomares. Em fun¢do disso, hd a tendéncia de adotar acdes de manejo do HLB fora da
propriedade, como a erradica¢do de plantas, pulverizacdo com inseticidas e a liberacdo do
parasita Tamarixia radiata em areas vizinhas, que servem de criatérios para o psilideo. Para
Bassanezi (2013a) o controle significativo do HLB, serd alcangado quando um manejo regional
da doenca for realizado, incluindo a eliminacdo também de fontes externas de indculo e o
controle dos psilideos nestas fontes.

Uma informagao que pode ser obtida em relagao as populacdes de psilideo capturadas
em cartdes adesivos €, por meio da técnica de PCR em tempo real (qPCR), determinar a
frequéncia de insetos portadores de liberibacter e a relacdo deste dado com a distribuicdo e
crescimento da doenga. De acordo com Bassanezi et al. (2013b), a efetividade das medidas de
reducdo da fonte de indculo na propriedade e na regido, pode também ser determinada pela
quantificacdo da frequéncia de psilideos Las+, pois quanto maior a eficiéncia da reducdo de
fontes de indculo e a reduc¢do da aquisicdo do patégeno pelos psilideos, menor serd a
infectividade natural da populacgdo local do inseto. O conhecimento da frequéncia de psilideos
Las+ pode ajudar a alterar o nivel de controle do inseto em determinada regido ou época do
ano, pois caso apresente baixa incidéncia, pode até reduzir gastos com pulverizacoes.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a porcentagem de psilideos Las+,
correlacionando com a populagdo total de insetos capturados em cartdes adesivos e com o
manejo adotado para controle do HLB nas propriedades onde estdo instalados os cartdes, ao
longo de um ano, em quatro regides citricolas do estado de Sao Paulo, divididas conforme

modelo do Sistema de Alerta Fitossanitario do Fundecitrus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Huanglongbing

O Huanglongbing (HLB) é uma doenca que afeta severamente as plantas de citros e que
tem obrigado os citricultores a erradicar milhares de plantas todos os anos. O HLB foi relatado
por Reinking em 1919 e significa “doenca do ramo amarelo” (Reinking, 1919; Lin, 1956).

Até 2004, a ocorréncia do HLB era descrita em trés grandes areas do mundo:
subcontinente Indiano, Sudeste da Asia e China; Sul e parte Leste da Africa; e Peninsula
Ardbica (Villechanoux et al., 1992). Nos paises asidticos 0 HLB estd associado a presenca da
bactéria Las, enquanto que na Africa, a presenca de Ca. L. africanus (Laf). Em 2004 o HLB foi
relatado no Brasil, sendo encontrado em 35 municipios na regido central do estado de Sdo
Paulo, onde Las foi detectado em menos de 2% das amostras sintomaticas. Nos restantes 98%
das amostras sintomaticas foi identificada a presenca de Lam (Teixeira et al., 2005a). O HLB
se disseminou rapidamente pelas regides citricolas do estado paulista e mineiro, atingindo
0,58% das plantas em 2008 e saltando para 6,91% em 2012 (Fundecitrus, 2015b). Atualmente,
o HLB esté disseminado por todas as regides citricolas do estado de Sdo Paulo. Esta presente
também nos estados de Minas Gerais e Parand. Na estimativa feita pelo Fundecitrus em 2015,
o HLB estava presente em 17,89% das plantas de Sao Paulo e do Tridngulo Mineiro
(Fundecitrus, 2015¢).

Em condi¢des naturais, D. citri transmite as espécies Las e Lam (Capoor et al., 1967,
Yamamoto et al., 2006), enquanto 7. erytreae transmite Laf (Mcclean & Oberholzer, 1965).
Recentemente foi relatada a presenca de 7. erytreae em Portugal e na Espanha, na regido da
Galicia e do Rio Minho, na face atlantica da Europa (Pérez-Otero et al., 2015), embora nédo
tenha sido observado a presenca de liberibacter.

De acordo com Bassanezi et al. (2009; 2011), plantas com HLB apresentam reducgao de
produtividade, diminui¢ao do tamanho, queda e menor qualidade de frutos e também afetam a
qualidade do suco. Queda na producao e qualidade pode ocorrer mesmo em plantas com baixa

severidade da doenca.

2.2. Etiologia do HLB

Das trés espécies de Liberibacter associadas ao HLB dos citros no mundo, Las e Lam
ocorrem no Brasil (Coletta-Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005a; Teixeira et al., 2005b;
Teixeira et al., 2009). As liberibactérias sdo bactérias restritas aos vasos do floema das plantas

hospedeiras (Lafleche & Bové, 1970). Liberibactérias que ocorrem nos citros podem ser



transmitidas por meio de material vegetal infectado via enxertia, através de cuscuta (Cuscuta
spp.) € naturalmente, planta a planta, por meio de psilideos (Bové, 2006), principal modo pelo
qual o HLB € disseminado nos pomares.

Embora de menor ocorréncia, foi relatada a associacdo de sintomas de HLB a um
fitoplasma do grupo 16Sr IX no Brasil em 2007 (Teixeira et al., 2008) e posteriormente de um
fitoplasma do grupo I na China (Chen et al. 2009). No México, ambos os fitoplasmas foram
relatados (Arratia-Castro et al., 2014; Wulff et al., 2015).

A distribui¢do da bactéria por partes e 6érgaos das plantas doentes € bastante irregular,
mas Las e Lam concentram-se em maiores propor¢des em tecidos sintomaticos (Sousa, 2009).
No entanto, a detec¢do da bactéria em partes assintomdticas dessas plantas demonstra o cardter

sist€émico da infec¢do (Lopes et al., 2009; Li et al., 2009; Sousa, 2009).

2.3. Diaphorina citri

O psilideo D. citri foi relatado pela primeira vez no Brasil em 1942 (Costa-Lima, 1942).
E um inseto diminuto medindo até 3 mm de comprimento na fase adulta (Gallo et al., 2002).
Uma caracteristica marcante do psilideo € ficar com o corpo na posi¢do de 45° em relacdo a
superficie em que se encontra (Bonani, 2009). Até 2004 era considerado praga secundéria para
a cultura dos citros, porém, com a descoberta do HLB nos pomares, o psilideo tornou-se praga
chave, pois € o responsdvel pela disseminagdo da bactéria associada ao HLB.

O D. citri é o unico inseto identificado como vetor de Las e Lam no Brasil. Seu controle
¢ fundamental para reduzir a infeccdo das plantas. Para Belasque Junior. et al. (2010), o controle
quimico deve ser associado ao monitoramento do vetor, sendo que o nivel de acdo € a presenca
do inseto. Porém, como sua deteccdo € dificil, muitas vezes se aplicam inseticidas
constantemente seguindo um calendario de aplicacdes mensais, quinzenais e até mesmo
semanais. De acordo com Diniz (2013), a aplica¢do de inseticidas € realizada de maneira
excessiva, levando ao aumento nos custos de produ¢do, podendo também levar a selecdo de
individuos resistentes e a contamina¢do do meio ambiente. Ainda assim, estudos indicam que
mesmo com pulverizagOes frequentes de inseticidas, ndo se tem obtido €xito no controle da
epidemia de HLB, principalmente quando a drea sob controle € relativamente pequena, existem
plantas doentes e psilideos infectivos na regido préxima ao pomar tratado (Gatineau et al., 2010;
Bassanezi et al., 2013b).

As técnicas utilizadas para a detecc@o do inseto s@o: a inspecao visual de ramos nas suas
trés formas de desenvolvimento (ovo, ninfa e adulto) e a instalac@o de cartdes adesivos amarelos

que atraem o inseto por sua cor. Segundo Santos et al. (2012), o método de monitoramento com



cartdes adesivos € 0 mais preciso, por propiciar a captura de maior quantidade de insetos quando
comparado com a inspecao visual. A maior parte dos psilideos capturados pelo cartdo adesivo
ocorre durante o dia, onde ela é 3,4 vezes maior quando comparada ao periodo noturno
(Sétamou et al., 2011). Segundo Miranda et al. (2011) o monitoramento por cartdes indica a
dispersdo de D. citri dentro da propriedade, entre pomares.

Para maximizar a captura de psilideos nos pomares € imprescindivel a correta instalacio
destes cartdes no perimetro da propriedade, na periferia do pomar e posicionados no terco
superior da planta (Miranda et al., 2011). Nao existe um nimero determinado de cartdes a serem
instalados por drea, porém, quanto maior o nimero de cartdes, maior serd a probabilidade de
captura do inseto.

Outro fatore importante € a frequéncia da leitura dos cartdes, assim como o treinamento
e condi¢des de leitura dos cartdes. Com o aumento do tempo de exposicao dos psilideos nos
cartdes adesivos, observa-se uma “aparente degradacao” dos mesmos, seus “corpos” tornam-se
menos firmes e mais escuros, o que pode dificultar sua identificagcdo pelos inspetores,
confirmando a necessidade de substitui¢do constante dos mesmos. Segundo Sala (2013), a
deteccao de Las em psilideos mantidos por até 15 dias nos cartdes nao foi prejudicada. A
reciclagem no treinamento de inspetores e a realizacdo de leitura dos cartdes no escritério, em
vez de no campo, aumenta a acurdcia na detec¢do em relacdo a leitura feita a campo (Leonardo,
2014).

Para confirmagao da presenca de DNA de D. citri em amostras de psilideos utilizadas
para deteccao de Las é utilizada uma sonda (DCP), e dois primers que foram desenvolvidos
utilizando como base a sequéncia de um gene (wg), obtida a partir de 26 espécies de psilideos.
Esta sonda amplifica e detecta especificamente 74 pb do gene “wingless” (wg) do D. citri. Os
primers também foram criados de modo que a temperatura para seu anelamento fosse préxima
ao do conjunto de primers utilizado para a deteccdo de Las, assim os dois primers podem ser

utilizados em conjunto (Manjunath et al., 2008).

2.4. Deteccao de Liberibacter

Informagdes acumuladas ao longo dos anos sugerem a existéncia de associagdo causal
entre liberibactérias e HLB, apesar de outros organismos, como € o caso dos fitoplasmas,
também estarem associados a sintomas idénticos aos do HLB em plantas citricas. O estudo com
fitoplasma esbarra nas mesmas dificuldades enfrentadas com liberibactérias: sao organismos
fastidiosos, transmitidos por insetos vetores sugadores de seiva que colonizam o floema e ndo

estdo disponiveis em cultura axénica (Teixeira et al. 2010).



Meétodos robustos, rapidos e sensiveis de detec¢do de patdgenos sao importantes para
determinar a presenca de patégenos em amostras vegetais e de insetos vetores. Ademais, podem
ser utilizados com carater confirmatério da presenga de patdgenos em amostras sintomaticas e
na certificagdo de plantas matrizes.

A PCR tem como caracteristica a sua especificidade e sensibilidade, porém, muitas
vezes a PCR convencional ndo € suficientemente sensivel para diagnosticar a presenca de
liberibactérias nos hospedeiros (plantas e psilideo), principalmente no inicio da infeccdo
(Coletta-Filho et. al., 2010). A técnica de PCR mais sensivel utilizada atualmente na diagnose
do HLB ¢é a PCR em tempo real (qQPCR). A qPCR ¢ descrita como ferramenta de quantificacdo
de DNA por Heid et al. (1996). No caso do HLB, Li et al. (2006) desenvolveram um protocolo
de qPCR com sonda fluorogénica (TagMan®) e primers para a detec¢ao das trés espécies de
Ca. Liberibacter (Laf, Las e Lam).

A grande vantagem da qPCR quando comparada ao PCR convencional € a sua maior
sensibilidade. Possibilita assim, a detec¢do do patégeno em individuos de D. citri (Santos,
2011) com maior seguranga e possibilita a quantificacdo do patégeno (Teixeira et al., 2008; Li
et al., 2006). A quantidade de DNA amplificado € diretamente proporcional a quantidade de
DNA alvo inicial da amostra, permitindo a quantificacdo do produto na fase exponencial
(Tichopad et al., 2003). Cada amostra gera um numero de Ct (“cycle threshold”), que € o
nimero de ciclos em que a amostra gera fluorescéncia superior ao limiar de deteccao da reagao
(threshold). O valor de Ct é inversamente proporcional a quantificacdo do DNA, ou seja, quanto
menor o valor de Ct, maior é a quantidade de DNA alvo da amostra (Tichopad et al., 2003).

Segundo Sala (2013), a exposi¢do de psilideos capturados em cartdes adesivos pode ser
de até 15 dias, ndo afetando a deteccdo de Las na qPCR. O armazenamento das amostras de
psilideos em etanol 70% nas temperaturas ambiente, de geladeira e congelador foram
igualmente eficientes para a andlise da presenc¢a de Las por gPCR por pelo menos 35 dias (Sala,

2013).

2.5. Alerta Fitossanitario

No cendrio atual a tnica alternativa para o produtor manejar o HLB € adotar medidas
preventivas por meio da adoc@o simultanea do plantio de mudas sadias, da eliminacdo de
plantas doentes e da reducao da populagdo de psilideos, ja que ndo existem materiais comerciais
resistentes ou tolerantes ao HLB e medidas curativas economicamente viaveis, (Bassanezi,
2013b). Entretanto, mesmo adotando com rigor todas estas medidas na propriedade, a doenca

ndo € eliminada do pomar, pois constantemente ocorrem movimentacdes do psilideo entre dreas



sem e com manejo da doenca (Boina et al. 2009). Uma alternativa para maximizar o controle
do D. citri, e consequentemente do HLLB, é a ado¢@o do manejo regional da doenca. Este manejo
consiste em adotar medidas de controle conjunto entre varios citricultores e em grandes dreas.
Ao realizar este manejo, a quantidade de D. citri e sua dispersao € reduzida. O manejo regional
do HLB € uma alternativa para, no longo prazo, reduzir as perdas de plantas com a doenga em
uma 4rea maior que a da propriedade. Bassanezi et al. (2013a) relatou diferencas de 90% na
incidéncia de HLB e 75% da taxa de progresso da doenca em &reas onde foi aplicado manejo
regional quando comparadas com dreas isentas desse manejo, alicercando o seu uso como base
no controle de HLB.

O manejo do HLB de forma regional aumenta a eficiéncia das pulverizagdes de
inseticidas, porque o controle regional e coordenado do psilideo em uma area extensa reduz os
refiigios para a proliferacdo do vetor e somente populagdes provenientes de pomares mais
distantes ou de dreas sem manejo, poderdo voltar a re-infestar as dreas que estdo envolvidas
com 0 manejo.

Foi a partir destes conceitos que surgiu o Alerta Fitossanitdrio, uma ferramenta
desenvolvida pelo Fundecitrus para o auxilio dos citricultores no manejo regional do HLB. O
sistema organiza as informagdes sobre a populacdo de D. citri e da presenca de brotagdes nas
propriedades das regides monitoradas. Este servico permite que os produtores identifiquem os
locais e momentos criticos de ocorréncia do psilideo e tomem decisdes mais precisas para o
controle conjunto e regional do inseto (Fundecitrus, 2015d).

Este trabalho foi iniciado em 2009 com um pequeno grupo de produtores da regido de
Santa Cruz do Rio Pardo. A ideia surgiu apds a viagem de alguns citricultores para a Flérida,
onde eles puderam conhecer o Programa CHMAS (“Citrus Health Management Areas”), que
traduzindo seria Manejo Sanitério de Areas Citricolas. Este programa envolve parcerias com a
Universidade da Flérida e com o USDA (“United States Department of Agriculture™) e consiste
em agrupar pomares proximos em determinadas regides onde todos trabalham de forma
cooperada para organizar o controle eficiente dos psilideos (disponivel em:
<http://www.crec.ifas.ufl.edu/extension/chmas/chma_overview.shtml>).

No Brasil, os participantes fazem o monitoramento do D. citri utilizando cartdes
adesivos e coordenam aplicacdes conjuntas de inseticidas visando reduzir a movimentagao de
insetos entre os pomares. Participaram da primeira reunido cinco representantes de produtores
e funciondrios do Fundecitrus e decidiram realizar a primeira aplicagdo conjunta de inseticidas
no ano de 2009. A partir deste momento, as decisdes passaram a ser sempre em conjunto,

focadas na reducdo de insetos nos pomares.



Em 2010, apareceram outros produtores interessados no grupo e novas adesdes de
citricultores aconteceram. Com essas adesOes € com o auxilio do Fundecitrus foram criadas
duas regides que compuseram o primeiro sistema organizado de manejo regionalizado: Regido
de Santa Cruz do Rio Pardo e Regido de Avaré, que englobavam propriedades do préprio
municipio e de cidades vizinhas. Somando as duas regides, o grupo ja possuia 21 produtores
participantes. As reunides aconteciam a cada quatro meses, sempre divulgadas com
antecedéncia e com apoio do Fundecitrus, visando a adesdo de novos participantes. Naquele
ano foram realizadas duas pulveriza¢cdes em conjunto nos meses de junho e novembro,
envolvendo produtores das duas regides. Ao todo, o grupo de Santa Cruz do Rio Pardo engloba
propriedades produtoras de citros com um raio de aproximadamente 110 km e, somada a
Regional de Avaré, o raio de atuacao passou a ter 180 km.

No ano de 2011, foi criado o monitoramento de psilideos nas propriedades que
participavam do manejo regional. Este monitoramento, que se mantém até hoje, consiste na
instalacdo de cartdes adesivos amarelos georreferenciados na periferia das fazendas.
Inicialmente foram instalados aproximadamente 2.000 cartdes em 34 propriedades nas duas
regides, onde cada produtor realizava a leitura destes cartdes e as informacdes sobre a captura
de psilideos eram centralizadas. A partir de novembro de 2011, o levantamento quinzenal foi
organizado e disponibilizado pelo Fundecitrus. Caso a populagdo de psilideos aumentasse em
determinadas épocas do ano, uma nova reunido com os produtores era convocada e, juntamente
com o grupo, eram definidas datas para realizar pulveriza¢des conjuntas nos pomares dos
participantes.

A partir deste monitoramento, o trabalho regional passou a ser denominado “Alerta
Fitossanitdrio”, pois 0 monitoramento de insetos servia como um “alerta” de que a populagdo
de psilideos estava aumentando nos pomares. Com isso, era necessario realizar pulverizagdes
visando diminuir a populacdo dos insetos e, consequentemente, minimizar a disseminagao do
HLB. No ano de 2011 foram realizadas trés pulveriza¢des nas duas regides, nos meses de maio,
agosto e dezembro. Em 2012 continuaram as reunides entre produtores e o Fundecitrus,
aumentando o nimero de participantes. Nas reunides marcadas, sempre eram discutidas datas
para realizacao de pulverizacdes, além de organizadas palestras com pesquisadores que traziam
informacdes técnicas sobre manejo de pragas e doencas da citricultura. Neste ano foram
realizadas trés pulverizagdes regionais, nos meses de abril, julho e setembro, utilizando como
referéncia as capturas de psilideos nos cartdes monitorados.

No ano de 2013, surgiu uma demanda de produtores da regiao de Araraquara, que junto

ao Fundecitrus, decidiram criar um grupo de trabalho regional envolvendo os municipios da



regido central do estado. A primeira reunido ocorreu em junho de 2013 com a presenca de 12
produtores e ficando definida a data para realiza¢do da primeira aplicacdo regional do grupo.
No més de setembro do mesmo ano, os produtores comecaram a instalar cartdes nas
propriedades participantes e definir com maior seguranca as datas para pulverizacdes. Neste
més, foi realizada uma segunda reunido para expor o programa para médios € pequenos
produtores da regido e divulgar propostas para as proximas pulverizacdes. Neste ano, as regioes
de Avaré e Santa Cruz do Rio Pardo definiram quatro aplicag¢des de inseticidas em ambas as
regides (maio, julho, setembro e dezembro), cada uma realizada em um periodo de 10 dias,
utilizando diversas modalidades de aplicacdo, seja terrestre ou aérea. Para a regional de
Araraquara também foram realizadas quatro pulverizagdes conjuntas nos meses de junho,
agosto, setembro e novembro.

No ano de 2014, mais duas regides do estado de Sao Paulo se uniram ao Alerta
Fitossanitério, a regiao do municipio de Bebedouro, ao Norte do estado e a regido do municipio
de Casa Branca, no leste de Sao Paulo. Nestas regides, o Fundecitrus conseguiu reunir
produtores interessados no manejo regional e foram instalados cartdes nas propriedades e
definidas datas de aplicacdes conjuntas. A regido de Bebedouro realizou cinco pulverizag¢des
regionais e a do municipio de Casa Branca trés aplicacdes. Neste ano, o Fundecitrus passou a
instalar cartdes para monitorar a presenca de psilideos também em propriedades que ndo faziam
parte do Alerta Fitossanitario. Sdo propriedades rurais que possuem plantas de citros e que, em
sua maioria, por nao erradicarem plantas com HLB, sao locais onde pode ocorrer a reproducao
do psilideo. Diversas propriedades nas regides de Santa Cruz do Rio Pardo, Avaré, Araraquara
e Bebedouro e alimentam o banco de dados de monitoramento regional que compdem o Alerta
Fitossanitério.

Para o Sistema de Alerta Fitossanitdrio definir o momento correto de emitir o “Alerta”
para os produtores realizarem pulverizacdes em conjunto compara as populagdes de psilideos
capturadas com as capturas dos anos anteriores e também com o periodo em andamento,
levando em consideracdo os indices de psilideos e brotacdes. Caso ocorra uma tendéncia de
aumento da populagdo juntamente com presenga de brotagdes, € previsto que a populagdo tende
a aumentar, assim opta-se por divulgar a necessidade de realizar uma pulverizagao regional,
onde os produtores sdo avisados previamente por e-mail, mensagem de texto e anincios no site
do Fundecitrus.

Até 2015, o Alerta Fitossanitério estava presente em cinco regides do estado (Figura 1),
englobando 85 municipios e monitorando cerca de 19.000 cartdes adesivos em propriedades

comerciais participantes além das propriedades monitoradas com cartdes pelo Fundecitrus.
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SISTEMA DE ALERTA FITOSSANITARIO
[ Regido de Araraquara

[ Regido de Avaré

[ Regido de Bebedouro

[ Regifio de Casa Branca

[ Regido de Santa Cruz do Rio Pardo

Fonte: FUNDECITRUS - Fundo de Defesa da Citricultura

Figura 1. Mapa do cinturdo citricola no estado de Sdo Paulo com as cinco regides do Alerta

Fitossanitario em 2015.

Entre as possiveis vantagens do sistema podemos destacar i) o conhecimento dos
momentos criticos de aumento populacional e de dispersdao do psilideo nas propriedades e
regides monitoradas e sua relacdo com brotacgdes; ii) pode gerar economia na realiza¢do das
pulverizagdes, pois sdo feitas no momento mais adequado, apenas quando hé a tendéncia de
aumento do psilideo na regido; iii) maior durabilidade do efeito das aplicacdes de inseticidas,
pois com o controle realizado em vérias propriedades vizinhas ao mesmo tempo, € possivel
reduzir a dispersdo do inseto entre pomares nao pulverizados para outros recém-pulverizados,
aumentando o periodo entre as re-infestacdes; iv) disponibilidade das informagdes regionais
para todos os citricultores e v) disponibilidade de informagdes exclusivas para os produtores
cadastrados que contribuem regularmente com os dados de suas propriedades.
Consequentemente, esta ferramenta permite ao produtor conhecer o momento e locais de
entrada do psilideo em sua propriedade e com isso gerenciar melhor o controle deste inseto
(Fundecitrus, 2015d).

Em outras culturas também sdo adotadas acdes de manejo que envolvem grandes dreas

visando reduzir problemas fitossanitarios. Um exemplo € o vazio sanitdrio adotado para o
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controle da ferrugem asidtica da soja. Na safra 2015/16 esse manejo foi adotado em 11 estados
mais o distrito federal, onde por um periodo de 60 a 90 dias o produtor ndo pode ter plantas de
soja, estando sujeito a multa em caso de descumprir esta regra, (disponivel em:
<http://www.projetosojabrasil.com.br/vazio-sanitario-e-principal-arma-de-manejo-contra-a-
ferrugem>).

O Alerta Fitossanitdrio do Fundecitrus pode ser acessado através do site do Fundecitrus,

disponivel em <http://alerta.fundecitrus.com.br> (Figura 2).
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Figura 2. P4gina inicial na Web do Sistema Alerto Fitossanitdrio do Fundecitrus. Disponivel

em: <http://alerta.fundecitrus.com.br>.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Monitoramento de Diaphorina citri e coleta de amostras

Com base na divisdo das regides adotadas pelo Sistema de Alerta Fitossanitdrio do
Fundecitrus (Figura 3), foram utilizados somente os cartdes adesivos amarelos instalados pelo
Fundecitrus em propriedades distribuidas em quatro regides do estado de Sao Paulo: Avaré,
Araraquara, Bebedouro e Santa Cruz do Rio Pardo. A regido de Casa Branca, que também faz
parte do Alerta Fitossanitdrio, nao foi incluida no levantamento pois, quando este trabalho foi
iniciado, a regido ainda estava em processo de implantagdo no Sistema. Os municipios que
compunham cada regido, o nimero médio de cartdes avaliados e a drea de cada regido que

participa do Alerta Fitossanitdrio esta descrito na Tabela 1.

SISTEMA DE ALERTA FITOSSANITARIO
[ Regional Araraguara

I Regional Avare

[ Regional Bebedouro

I Regional 5anta Cruz do Rio Pardo

.....

[} 50 W00 Km J. Fonte: FUNDECITRUS - Fundo de Defesa da Citricultura

Figura 3. Mapa do cinturdo citricola no estado de Sao Paulo, com destaque para os municipios
que fazem parte das quatro regidoes que compdem o Alerta Fitossanitario. Localizacdo
dos cartdes georreferenciados (pontos em branco), monitorados quinzenalmente, e
utilizados para coletas das amostras de Diaphorina citri no periodo de fevereiro de

2014 a fevereiro do 2015.
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Tabela 1. Descri¢dao dos municipios que compdem cada regido, nimero de cartdes monitorados pelo Fundecitrus e avaliados por quinzena, e drea

monitorada pelo Alerta Fitossanitario de fevereiro de 2014 a fevereiro de 2015.

Porcentagem da

Nimero médio de  Numero médio Hectares ,
~ ~ . area total de
. .. cartoes de cartoes monitorados no .
Municipios . . citros
monitorados pelo monitorados por Alerta .
. . e s monitorada na
Fundecitrus* produtores Fitossanitario .~
regiao
Angatuba, Anhembi, Arandu, Avaré, Bofete,
Borebi, Botucatu, Buri, Cerqueira César,
Regido de Coronel Macedo, laras, Itaberd, Itai, Itapeva, 300 1.377 37 mil 22,
Avaré Itapetininga, Itatinga, Lencéis Paulista, (289/308)** (377/3.919) 7
Manduri, Paranapanema, Pardinho,
Piracicaba, Pratania e Taquarituba.
Américo Brasiliense, Analandia, Araraquara,
Boa esperanca do Sul, Borborema, Brotas,
Regiao de Gavido Peixoto, Ibaté, Ibitinga, Itaju, 385 1.667 26 mil 70%
Araraquara Itipolis, Matdo, Nova Europa, Ribeirdo (344/411) (699/2.327) ¢
Bonito, Regindpolis, Rincdo, Sdo Carlos,
Tabatinga e Taquaritinga.
Altair, Barretos, Bebedguro, Cajobi, Colina,
Regido de gfiﬁfi?a’NgTrE?;n;ﬁf mbl?r/lnoril;e gnzcllla{ 288 4.675 33,3 mil 72%
Bebedouro ’ . . pid, (273/303) (1.557/7.785) ’ ¢
Verde, Palestina, Severinia, Taquaral e
Viradouro.
Aguas de Santa Barbara, Agudos, Avai,
Regido de  Cabrdlia Paulista, Duartina, Espirito Sant/o do 138 1.951
Santa Cruz Turvo, Ferndo, Gdlia, Lucianépolis, Oleo, (160/304) (1.122/2.526) 15,6 mil 54%

do Rio Pardo Paulistania, Santa Cruz do Rio Pardo, Sdo
Pedro do Turvo e Ubirajara.
*Psilideos capturados nestes cartdes foram utilizados para a deteccdo de Ca. L. asiaticus.
** Quantidade minima e maxima de cartdes lidos por quinzena.
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Todos os pontos que tiveram cartdes instalados e utilizados para coletas de amostras de
D. citri foram georreferenciados (Figura 3). Estes cartdes foram avaliados e substituidos
quinzenalmente durante o periodo de fevereiro de 2014 até fevereiro 2015, cobrindo um ano de
coletas. O numero de psilideos capturados em cada quinzena foi incluido no banco de dados do
Sistema de Alerta Fitossanitdrio. Para maximizar a captura de insetos a instalacdo dos cartdes
foi no terco médio a superior das plantas, na parte externa da copa e na extremidade dos ramos
(Miranda et al. 2011) (Figura 4). Foram escolhidas propriedades que ndo participam do Alerta
fitossanitdario e algumas que adotam algum manejo do HLB, que inclui pulverizacio com
inseticidas e erradicacdo de plantas, e propriedades que ndo adotam manejo para controle da
doenca.

A cada leitura quinzenal foi realizada a coleta de psilideos respeitando as seguintes
condig¢des: 1) no maximo dois psilideos por cartdo ou por propriedade, visando ter uma maior
distribuicao das coletas dentro da regido; ii) maximo de 50 psilideos foram coletados e
analisados por quinzena/regiao.

Os insetos coletados foram armazenados individualmente em microtubos plésticos de
1,5 ml, contendo 100 puL de etanol 70% e encaminhados ao Laboratério de Pesquisa &
Diagnéstico do Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento do Fundecitrus, em Araraquara-
SP, para determinar a frequéncia de insetos portadores da bactéria Las. Segundo Sala (2013), o
armazenamento de amostras de psilideos em etanol 70% na temperatura ambiente, € eficiente
para andlise da presenca de Las por qPCR por pelo menos 35 dias.

Cada inseto representou uma amostra, o qual foi avaliado em uma reagdo de qPCR
duplex, com sonda para detectar DNA de D. citri (Manjunath et al., 2008) e outra sonda para
detectar o DNA de Las (Li et al., 2006).
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Figura 4. Cartdo adesivo amarelo instalado no terco superior da planta, com a face exposta a
parte externa do pomar. O cartdo adesivo estd destacado em circulo tracejado em

vermelho.

3.2. Extracio de DNA

Para a extracdo do DNA das amostras foi realizado o método do CTAB (Murray &
Thompson, 1980). As amostras de insetos foram maceradas, com auxilio de um pistilo,
diretamente em tubos de 1,5ml com 400 pL de tampao CTAB (CTAB 2,0 %, NaCl 8,2 %, PVP
10000 2,0 %, Tris 0,01 M pH 8,0, EDTA 0,05 M pH 8,0 ¢ 0,2 % de B-mercaptoetanol) e
submetidas a incubag¢do a 65°C durante 30 minutos e centrifugacdo a 960g por 5 minutos. Foram
recuperados 350 pL. do sobrenadante e adicionados 350 pL da solucdo de cloroférmio: dlcool
isoamilico (24:1). Ap6s homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 15.300 g por 10
minutos e 300 puL. do sobrenadante transferido para novos tubos. Em cada amostra acrescentou-
se 0,6 volume de isopropanol (180 pL) para precipitacio do DNA por meio de incubacdo a -
20°C por 30 minutos. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 15.300 g por 20
minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento lavado duas vezes com 700 pL de etanol
70%. Apos a udltima centrifugacdo (15.300 g por 10 minutos) do processo de lavagem, as
amostras foram secas por seis minutos em Speed Vac (Eppendorf) e o pelete de DNA dissolvido

em 30 uL de H>O deionizada autoclavada.
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3.3. PCR em tempo real (qPCR)

O teste utilizado para determinar a porcentagem de psilideos portadores de Ca. L.
asiaticus (Las+) foi a qPCR seguindo o protocolo desenvolvido por Li et al. (2006) com
modificagdes. Como cada amostra possuia somente um psilideo e, como garantia de que nao
houve a perda de DNA do inseto durante o processo de extracao, foi incluido no protocolo, a
sonda DCP (Manjunath et al., 2008), confirmando no final da andlise a presenca do DNA do
inseto.

Para a deteccdo de Las nas amostras de DNA extraidas dos psilideos através da técnica
de qPCR foram utilizados os oligonucleotideos e sonda com base na regido do DNA ribossomal
16S (DNAr 16S), desenvolvidos por Li et al. (2006). Para cada reacdo de qPCR utilizou-se 3
pL de DNA, obtidos conforme descrito no item 3.2, 6 uLL de Path ID Master Mix (Ambion),
0,5 uM dos primers HLBas: 5° TCGAGCGCGTATGCAATACG 3’ (forward) e HLBr: 5’
GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG 3’ (reverse), 0,2 uM da sonda HLBp: FAN-
AGACGGGTGAGTAACGCG-MGB-NFQ, 0,35 uM dos primers DCF 5
TGGTGTAGATGGTTGTGATCTGATGTG 3 (forward) e DCR 5
ACCGTTCCACGACGGTGA 3’ (reverse) e 0,15 uM de sonda DCP VIC-
TGTGGGCGAGGCTACAGAAC-MGB-NFQ (Manjunath et al., 2008) em volume final de 12
UL. A reacdo de PCR consistiu de desnaturacdo inicial por 10 minutos a 95 °C seguidos de 45
ciclos de 15 segundos a 95 °C para a desnaturacdo e 45 segundos a 58 °C para anelamento e
extensdo. Os controles utilizados foram: positivo (psilideos Las+); negativo (dgua - auséncia de
DNA) e positivo para D. citri, porém sem a presenc¢a de Las. Todas as amostras e os controles
foram amplificadas em termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem).

Para a determinagdo de psilideos Las+, dois valores de Ct (“threshold cycle” ou ciclo
limiar) foram avaliados: para a confirmacgao da presenca de DNA de D. citri é observado o valor
de Ct até 36,0 para a sonda DCP. Amostras que nao resultaram no valor de Ct até 36 foram
excluidas das avaliacdes. Para determinar se a amostra € portadora de Las é observado o valor
de Ct até 35,0 para a sonda HLBp. Segundo Sala (2013) e Santos (2011), o valor de Ct até 35,0

para sonda HLBp € um valor confidvel a ser adotado para se considerar uma amostra Las+.

3.4. Analise dos dados
Foram determinadas as médias bimestrais das amostras Las+ para cada regido, onde foi

realizada a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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3.4.1. Porcentagem de psilideos com Ca. L. asiaticus e nimero de insetos capturados por
cartao ao longo do tempo

Todas as amostras foram coletadas em armadilhas monitoradas pelo Fundecitrus
(Tabela 1), passando pela andlise PCR. As amostras Las+ foram somadas por quinzena e
determinada a porcentagem de amostras Las+ em relacdo ao total de amostras coletadas em
cada regido divididas por quinzenas. A partir desta classificacdo foi possivel avaliar qual a
variacdo da porcentagem de psilideos Las+ ao longo do periodo de coletas.

Também foi avaliado e comparado entre as regides a quantidade de psilideos capturados
pelo conjunto de cartdes. Para esta comparagdo foram utilizados dois bancos de dados: 1) das
capturas de psilideos nos cartdes instalados pelo Fundecitrus, ii) dos psilideos que foram
capturados em cartdes instalados pelos proprios produtores nas propriedades que participam do
Alerta Fitossanitario em cada regido (Tabela 1). Estas propriedades monitoram o psilideo
quinzenalmente com cartdes adesivos georreferenciados e incluem diretamente no site do
Fundecitrus a leitura destes cartdes. Nestes cartdes ndo houve coleta de amostras para anélise
de psilideos com Las, somente os dados de captura de psilideos do banco de dados foi utilizado.
Foram somados o nimero de psilideos capturados e divididos pelo nimero total de cartdes
instalados em cada regido, dos dois bancos de dados, obtendo o indice de psilideos/cartdo que
foram divididos por quinzena em cada regido.

Também foi estimada, por quinzena, a quantidade total de psilideos na regido que
seriam Las+. Isto foi calculado multiplicando a porcentagem de psilideos Las+ obtidos na
andlise de qPCR pela quantidade de D. citri capturados em cartdes na mesma quinzena em cada

regido. Para esta estimativa, foi realizada comparacao entre as regioes.

3.4.2. Comparacao da porcentagem de psilideos com Ca. L. asiaticus em fun¢io do manejo
do HLB adotado nas propriedades em cada regiao
As propriedades que tiveram cartdes instalados e utilizados para a coleta dos psilideos
foram classificadas de acordo com o Manejo adotado para controle do HLB:
¢ Propriedade com Manejo A (MA): realizava pelo menos quatro inspec¢des e erradicagdes
de plantas sintomaticas e o controle do inseto vetor com pelo menos uma pulveriza¢io
mensal de inseticida.
¢ Propriedade com Manejo B (MB): realizava somente o controle do inseto vetor com
pelo menos uma pulverizagdo mensal de inseticida.
¢ Propriedade Sem Manejo (SM): ndo realizava inspe¢ao, nem erradicacdo de plantas,

nem controle sistematico do inseto vetor.
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Foram determinadas as porcentagens médias bimestrais das amostras de psilideos Las+
divididas por manejo e por regido. As amostras coletadas em propriedades com MA foram
descartadas das andlises devido ao baixo nimero de amostras coletadas nas regides de
Araraquara e Avaré, o que ndo representaria as propriedades com este manejo.

A partir disto foi realizada a andlise de variancia considerando-se um delineamento
fatorial 4x2, sendo o fator regido com quatro niveis (Santa Cruz do Rio Pardo, Avaré,
Araraquara e Bebedouro) e o fator manejo com dois niveis (MB e SM). Considerou-se a
porcentagem de amostras Las+ em cada bimestre como uma repeti¢do. Se significativo o valor
de F da andlise de variancia para cada fator e interacdo regido x manejo, as médias foram

comparadas pelo Teste de Tukey (p <0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Porcentagem de psilideos com Ca. L. asiaticus e nimero de insetos capturados por
cartao ao longo do tempo

Na regido de Avaré (Figura SA), a porcentagem de psilideos Las+ foi alta nos meses de
maio e junho/14, com valores entre 78% e 100%, porém a captura de insetos/cartao/quinzena,
de abril a junho, variou de 0,013 a 0,044. Apesar da alta porcentagem de insetos Las+, a
populacdo presente na regido neste periodo foi menor, reduzindo a probabilidade de plantas
serem contaminadas. Na 2* quinzena de agosto/14 a porcentagem de insetos Las+ apresentou a
menor porcentagem do periodo de avaliagdes com 15,3%, e aumentou gradativamente a cada
més chegando a 90% na 2* quinzena de novembro/14, apresentando uma leve queda e se
mantendo entre 65% e 78% até fevereiro/15. A captura de psilideos também apresentou um
crescimento gradativo no 2° semestre de 2014, com 0,084 insetos por cartdo na 1* quinzena de
agosto/14, chegando a 0,233 insetos por cartdo na 1* quinzena de novembro/14. Estes indices
mais altos quando comparados ao 1° semestre, ocorreram no periodo de emissdo de fluxos
vegetativos, no qual o controle do inseto deve ser mais rigoroso, devido a presenga de maiores
populacdes de psilideos Las+.

Na regido de Santa Cruz do Rio Pardo, a porcentagem de psilideos Las+ variou de 54%
(1* quinzena de fevereiro/14) a 97% (2* quinzena de junho/14), apresentando sempre valores
superiores a 50% (Figura 5B). Em relacdo a captura de insetos/cartao/quinzena, os valores do
1° semestre variaram entre 0,021 a 0,179, e foram maiores no 2° semestre, variando de 0,031 a
0,336 insetos por cartdo. Da mesma forma que Avaré, na regido de Santa Cruz do Rio Pardo, o
aumento da captura de psilideos por cartdo iniciou no més de agosto e teve seu pico em outubro.
Segundo o levantamento do Fundecitrus divulgado em maio de 2015 (Fundecitrus, 2015¢), a
regido do municipio de Duartina, que pertence a regido de Santa Cruz do Rio Pardo, possui
1.889 hectares de pomares abandonados, sendo considerada a maior drea de pomares
abandonados das regides avaliadas no estudo e ainda possui 2.554 hectares de pomares mal
cuidados. Estas sdo dreas consideradas reftigios para a criagido do psilideo e locais onde eles
adquirem a bactéria, pois ndo existem nenhum ou muito pouco controle do inseto e eliminagdo
de plantas com sintomas de HLB. Monteiro (2013), também observou que psilideos completam
seu ciclo em plantas com HLB na 4rea sem manejo, e posteriormente, dispersam para

propriedades que realizam o controle a procura por brotos para alimentar e realizar a postura
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dos ovos. A regido de Santa Cruz do Rio Pardo é a que apresenta o menor engajamento no
manejo regional em termos proporcionais (Tabela 1).

Nas regides de Avaré e Santa Cruz do Rio Pardo, que sdo geograficamente limitrofes, o
comportamento da populacdo de psilideos é semelhante, apresentando picos populacionais no
2° semestre, periodo que os pomares estdo emitindo novos surtos vegetativos e onde D. citri se
reproduz. Isto concorda com o observado por Catling (1970) que verificou que a flutuacdo
populacional do D. citri esta relacionada com a época de maior fluxo vegetativo das plantas de
citros, pois os ovos sdo colocados preferencialmente nos brotos novos e as ninfas se
desenvolvem em folhas jovens. Portanto, o monitoramento da populacdo com cartdes €
fundamental para identificar o més que ocorrerd aumento da populagcdo, indicando a
necessidade de reforgar o controle do inseto para minimizar a entrada da doenca nos pomares.

Na regiao de Araraquara, a porcentagem de psilideos Las+ foi varidvel nas quinzenas
do 1* semestre de 2014, com valores entre 42% e 97%. A quantidade total de insetos capturados
por cartdo entre fevereiro e agosto de 2014 foi menor, quando comparada com as quinzenas
subsequentes, atingindo o maximo de 0,131 insetos/cartdo/quinzena na 1* quinzena de abril/14
(Figura 5C). A partir da 2* quinzena de agosto/14, o nimero de capturas aumentou, chegando
a 2.4 insetos/cartdo/quinzena em novembro e em dezembro/14. Estes foram os maiores valores
de capturas de insetos por cartdes quando comparadas com as demais regides avaliadas. Estes
dados sdo corroborados pelos apresentados por Santos (2013), que obteve maiores capturas de
adultos de D. citri em pomares no municipio de Boa Esperanca do Sul em comparagdo a laras,
municipios que compdem respectivamente as regioes do Alerta Fitossanitario de Araraquara e
de Avaré. Sales (2015) também observou que em municipios da regido centro do estado de Sao
Paulo ocorrem intensos crescimentos de fluxos vegetativos nos pomares a partir do més de
outubro, e estas brotagdes permanecem elevadas até o final do verdo, favorecendo a reproducao
de D. citri. No més de novembro/14, apesar da captura de psilideos ter sido alta, a porcentagem
de insetos portadores da bactéria na 1* quinzena foi de 21%, enquanto na quinzena seguinte
atingiu 49%. Na segunda quinzena de dezembro/14, a regido atingiu 62% de amostras Las+ e
um indice de 2,4 insetos por cartdo. Considerando esta porcentagem, estima-se que o nimero
de psilideos Las+ chegou a 1,48 insetos por cartdao nesta quinzena. O aumento da populacao de
D. citri nesta época do ano ji foi relato por Beloti et al. (2007), que constataram maior
incidéncia de adultos nos meses de novembro e dezembro de 2006 e janeiro de 2007 na regido
de Matao. Yamamoto et al. (2001) também observaram picos populacionais do psilideo no final
da primavera e inicio do verdo de 1993/1994 e 1994/1995, em pomares localizados nos

municipios de Catanduva e Monte Alto (SP).
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A regido de Bebedouro foi a que apresentou a menor captura média de
psilideos/cartdo/quinzena, variando de 0,012 (2* quinzena de maio/14) até 0,097 (2* quinzena
de fevereiro/15) (Figura 5D). Yamamoto et al. (2001) constataram que em municipios com
maior déficit hidrico, como Bebedouro e Monte Azul Paulista (SP), houve menor captura de
adultos em comparacdo a Catanduva, indicando que existem outros fatores que favorecem a
elevada populagdo da praga. Em relacao a porcentagem de D. citri Las+ a variagdo foi grande,
sendo 86% na 2* quinzena de agosto/14 e apenas 15% na 1* quinzena de novembro/14. Nesta
regido, no periodo amostrado, o més de janeiro mostrou ser importante para o controle do inseto,
Ja que a porcentagem de psilideos Las+ chega a 65%, o nimero de insetos/cartdo/quinzena
chegou em média a 0,055 e a média de psilideos Las+ na 2* quinzena deste més foi de 0,044
insetos/cartdo, a maior média em todo o periodo de avaliacdes. No ano de 2014, a partir de
margo, apesar da porcentagem de insetos Las+ ter se mantido alta, o nimero de psilideos na
regido diminuiu até a 1* quinzena de junho/14.

No periodo amostrado, para as quatro regides avaliadas, a porcentagem de psilideos
Las+ foi alta, acima de 50% (Tabela 2), o que é muito preocupante para o sucesso do manejo
do HLB nestas regides. A excecdo de Santa Cruz do Rio Pardo, que manteve alta porcentagem
de insetos Las+ praticamente de forma constante, onde a menor porcentagem foi observada em
janeiro/14 com 56%, Avaré houve um declinio em marco e agosto de 2014. Na regidao de
Araraquara, um declinio acentuado ocorreu em novembro/14 e, na regido de Bebedouro, o
declinio na quantidade de insetos Las+ iniciou em setembro/14 e continuou baixa até
dezembro/14.

A quantidade de psilideos quantificados em cartdes adesivos amarelos aumentou
gradativamente entre julho e agosto/14 nas regidoes de Avaré e de Santa Cruz do Rio Pardo, a
partir de setembro e outubro/14 na regiao de Araraquara e de forma intermitente a partir de
outubro/14 na regido de Bebedouro. Este pico populacional passou a declinar também de forma
diferenciada, atingindo valores similares em janeiro/15 em Avaré, Santa Cruz do Rio Pardo e
Araraquara e na regido de Bebedouro manteve-se alto até fevereiro de 2015. Ferreira (2014)
avaliando a flutuagdo populacional do inseto em propriedades da regido de Anhembi/SP
observou variacdes na captura de D. citri entre 0,02 e 0,21 insetos/cartido, onde o pico ocorreu
em novembro/12, corroborando com os dados obtidos da regido de Avaré, onde o pico de
capturas também ocorreu no més de novembro/14.

A partir da relacao entre captura de psilideos e a média de psilideos Las+ nas quinzenas,
foi estimado e avaliado a quantidade média de psilideos Las+ por cartdo, de forma a representar

a probabilidade de ocorréncia de psilideos Las+ em funcdo da populagdo total de psilideos na
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regido por quinzena (Figura 6). Esta quantidade de insetos representa o periodo do ano em que
ha maiores populagdes de psilideos potencialmente infectivos; que € no inicio da primavera na
regido sudoeste (Avaré e Santa Cruz do Rio Pardo), ultrapassando a média do primeiro semestre
entre setembro e outubro/14. Naregiao de Araraquara, aumenta a partir de outubro, mas dispara
em dezembro, enquanto na regido de Bebedouro atingiu os maiores valores somente em janeiro
e fevereiro de 2015. Santos (2011) também observou que a quantidade de insetos portadores da
bactéria foi maior nos periodos de primavera/verdao em propriedades do municipio de Leme e
Pirassununga, concordando com Ferreira (2014) que observou pico populacional de psilideos
Las+ em janeiro/13, nos insetos capturados em cartdes adesivos.

Entretanto, em valores absolutos, os maiores indices foram obtidos em Araraquara,
seguido de Avaré e Santa Cruz do Rio Pardo. Na regido de Bebedouro os valores foram cerca
de 4 vezes menores que no Sudoeste e 30 vezes menores do que em Araraquara. Belasque
Junior. et al. (2010) relataram que as populagdes de D. citri geralmente aumentam nos periodos
em que as plantas apresentam maior fluxo vegetativo, com picos populacionais na primavera e
verdo, contudo, a fase adulta do inseto pode estar presente o ano todo, tornando imprescindivel
seu monitoramento continuo em toda a propriedade. Segundo Paiva (2009) ndo ha um padrao
de distribui¢do temporal de D. citri para o estado de Sao Paulo, sendo tal distribui¢do varidvel
em funcdo da disponibilidade e abundancia de ramos novos, embora os fatores climéticos

também sejam responsaveis pelo tamanho de suas populacoes.
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Figura 6. Quantidade de psilideos capturados com Ca. L. asiaticus por cartdo adesivo nas

quatro regides avaliadas. *Q.: quinzena

4.2. Porcentagem de psilideos com Ca. L. asiaticus em funciao da regiao e do manejo de

HLB adotado nas propriedades

Das 3.893 amostras coletadas para determinar a quantidade de psilideos Las+ nas quatro
regides, 3.762 (97%) foram positivas para a sonda DCP (D. citri), confirmando que possuiam
DNA do inseto vetor. As amostras negativas para a sonda DCP foram descartadas, pois algumas
situacOes podem ter ocorrido, fatores como: 1) o DNA do psilideo ter sido perdido durante a
fase de extragdo; ii) somente uma parte do psilideo ter sido coletada e portanto, insuficiente
para detectd-lo adequadamente; iii) inibicao da reacao de qPCR; iv) coleta de outro inseto e ndao
D. citri.

Das amostras positivas para sonda DCP, 2.446 (65%) foram positivas para sonda HLBp
(Las+). Os valores de Ct para a sonda HLPp, indicativo da presenca de Las, tiveram variacao
entre 13,2 e 35.

Na divisao das amostras entre as quatros regides, Santa Cruz do Rio Pardo obteve a
maior média de psilideos Las+, dentre as 1.066 amostras avaliadas, 780 foram positivas (73%).
A regido de Bebedouro obteve a menor média de insetos Las+, com 966 amostras avaliadas,
resultando em 526 positivas (54%) (Tabela 2). A regiao de Avaré teve 665 amostras avaliadas,
onde 462 foram positivas (69%). Em Araraquara foram 1.065 amostras, resultando em 689

positivas (65%).
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Tabela 2. Quantidade e porcentagem de amostras positivas para Ca. L. asiaticus (Las+)

divididas por manejo e por regido.

Santa Cruz do

Manejo Rio Pardo Avaré Araraquara Bebedouro
n* %0 n %0 n %0 n %0

A 41 73 3 67 1 100 81 46

B 137 64 161 65 505 58 334 58
Sem manejo 888 75 501 71 559 70 551 61
Total 1.066 73 665 69 1.065 65 966 54

*n.: ndmero de amostras positivas para sonda DCP.

Como houve muito poucas amostras de propriedades com MA para as regides de
Araraquara e Avaré, e o nimero destas amostras nas outras regides também foi bem menor que
o coletado para propriedades com os outros dois tipos de manejo, optou-se por excluir da andlise
todas as amostras destas propriedades com MA.

A interagdo Regido x Manejo ndo foi significativa (p>0,05), e, portanto, nao houve
diferenca na porcentagem de psilideos Las+ entre as regides com os diferentes tipos de manejo,
assim como, entre cada tipo de manejo dentro de cada regido.

Foi observada diferenca significativa nas médias bimestrais somadas as amostras Las+
coletadas em propriedades com MB e SM em Santa Cruz do Rio Pardo quando comparadas as
médias bimestrais da regido de Bebedouro (Tabela 3). J4 para as regides de Avaré e Araraquara
ndo ocorreram diferencas significativas em comparacdo com as demais regides. A regido de
Bebedouro, que apresentou a menor média de psilideos Las+, estd localizada no norte do estado
de Sdo Paulo e apresenta as maiores temperaturas ao longo do ano, quando comparada as
temperaturas da regido de Santa Cruz do Rio Pardo, que esté localizado no sudoeste do estado
de Sdo Paulo. Em temperaturas como as encontradas na regido norte, a multiplica¢do da bactéria
do HLB na planta é menor e, consequentemente, sua aquisi¢ao pelo psilideo € reduzida (Lopes
et al. 2013), o que concorda com Mendonga (2015) que observou menores concentragdes de
Las em ramos coletados no local e nos meses que apresentavam temperatura mais elevada,
demonstrando haver efeito da temperatura alta sobre a bactéria.

Segundo dados do Fundecitrus (2015c), a regido de Avaré apresentou no ultimo
levantamento 5,68% das plantas contaminadas por HLB, indice baixo quando comparado a
média de 17.89% do estado de Sao Paulo. Porém, com a porcentagem média de psilideos

portadores de bactéria proxima a 70%, € esperado que a incidéncia de plantas contaminadas na
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regido aumente nos proximos anos, reforcando a necessidade da ado¢do e expansdao do manejo
regional para o maior nimero de propriedades.

De acordo com os dados do Fundecitrus (2015¢) a regiao de Matdo, que engloba a
regional de Araraquara atingiu 24,17% de plantas com HLB, € uma regiio onde muitos
produtores t€ém optado pela manutencdo das plantas doentes, além de ter 1.353 hectares de
pomares abandonados e 3.289 hectares de dreas mal cuidadas, mostrando ser dreas que podem
prejudicar a eficiéncia do manejo regional do HLB para a regiao.

A média elevada de psilideos Las+ nas quatro regides, acima de 50%, confirma a
necessidade de se manter um controle rigoroso do inseto vetor, e principalmente, a erradicacdo

de plantas doentes, buscando reduzir fontes de in6culo onde o psilideo possa adquirir Las.

Tabela 3. Porcentagem média bimestral de psilideos com Ca. L. asiaticus (Las+) em

propriedades com Manejo B e Sem manejo nas quatro regides monitoradas*.

Regiao Porcentagem média de psilideos Las+
Santa Cruz do Rio Pardo 71 a

Avaré 68 ab

Araraquara 66 ab

Bebedouro 56 b

* Médias que nao compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Na comparagdo da porcentagem de psilideos Las+ entre propriedades que adotam MB
e SM, a diferenca foi significativa (Tabela 4), sendo maior em propriedades SM. Propriedades
que adotam estes manejos possuem constantemente plantas infectadas com HLB, entretanto, as
aplicacdes de inseticidas adotadas nas propriedades com MB podem reduzir a aquisi¢dao da
bactéria nestas plantas e a transmissao secunddria de Las, que ocorre quando o psilideo adquire
a bactéria dentro da propriedade e a transmite para plantas sadias na mesma propriedade. Assim,
possivelmente, o avanco da incidéncia da doenca nestes pomares com MB ocorrerd muito mais
por infec¢des causadas pela entrada de psilideos Las+ provenientes de outras dreas (infeccoes
primdrias) que pelas infeccdes provenientes de psilideos Las+ do proprio pomar (infeccdes

secunddrias). Propriedades SM, como ndo adotam nenhuma pratica para reduzir o HLB ou
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controlar o psilideo, s@o dreas utilizadas como refugio e criatdrios para o psilideo, que pode
adquirir Las das plantas contaminadas na fase de ninfa ou adulto e transmiti-la tanto dentro da
propriedade como para propriedades vizinhas.

Embora a porcentagem de psilideo Las+ tenha sido significativamente menor nas
propriedades com MB que nas SM, esta porcentagem € relativamente alta (média de 61%). Isto
pode ocorrer por dois motivos: 1) O rigor do controle quimico adotado nas propriedades com
MB pode nao estar sendo suficiente para impedir que haja a aquisi¢do da bactéria nas plantas
doentes mantidas no pomar; e 2) A alta dispersao dos psilideos Las+ dos pomares SM para os
pomares MB, uma vez que as armadilhas s@o dispostas nas plantas da periferia da propriedade.
A segunda hipétese parece ser a mais correta neste caso, porque mesmo havendo poucas
amostras coletadas das propriedades com MA, insuficientes para uma comparagdo estatistica,
a média de psilideos Las+ nestas propriedades também foi relativamente alta (média de 56%).
Nos pomares com MA, a eliminacdo das plantas sintomaticas e o controle do psilideo reduz
bem a quantidade de psilideos Las+, minimizando muito as infec¢des secundarias. Tanto os
pomares com MA como os pomares com MB estao sendo influenciados pela alta quantidade de

in6culo e psilideos Las+ provenientes dos pomares SM.

Tabela 4. Porcentagem média de amostras Ca. L. asiaticus (Las+) divididas por manejo*.

Manejo Porcentagem de psilideos Las+
Manejo B 61 a
Sem manejo 70b

* médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

A preferéncia para reproducao do inseto € nas brotacdes, e segundo Montesino (2011)
plantas com sintomas de HLB tém maior nimero de brotagdes quando comparadas a plantas
assintomadticas, o que reforca a probabilidade de a reprodugdo do inseto ocorrer primeiro nestas
plantas, gerando adultos Las+, que disseminam a doenca para dentro da propriedade e para
outras propriedades na regido. Ferreira (2014) e Monteiro (2014), concluiram que pomares
comerciais sem manejo do HLB, foram importantes fontes de indculo, influenciando
diretamente o progresso do HLB em uma propriedade referéncia mantida com rigoroso manejo
da doenca. Michigami (2015), observou que poucas plantas doentes distribuidas em pomares

ndo comerciais ou quintais, ao entorno da propriedade que maneja o HLB, cuja a reprodugdo
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do psilideo era permitida, também foram suficientes para incrementar o progresso da incidéncia
da doenca em propriedade comercial com rigorosa aplicacao de inseticidas e remocao de plantas
sintomadticas.

Portanto, acdes que envolvam a eliminagdo de plantas doentes e o controle de psilideo
(liberagao da T. radiata ou aplicacdo de inseticidas) em &4reas sem manejo, devem ser

incorporadas a um manejo regional da doencga, visando reduzir populacdes de psilideos Las+.
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5. CONCLUSOES

e A porcentagem de psilideos adultos Las+ coletados em cartdes adesivos amarelos foi
alta em todas regides estudas, com pequenas variagdes entre as regides na flutuacdo ao
longo do ano.

e A regido de Santa Cruz do Rio Pardo teve a maior porcentagem de psilideos Las+ e a
regido de Bebedouro a menor.

® A regido de Araraquara teve a maior quantidade estimada de insetos Las+ ao longo do
ano e a regiao de Bebedouro a menor.

e A época do ano mais critica para a ocorréncia de novas infec¢des, determinada pelo
produto da porcentagem de psilideos Las+ pela quantidade de insetos capturados na
regido em um dado periodo, foi varidvel entre as quatro regides estudas, porém de
maneira geral iniciou-se na segunda quinzena de agosto.

® As maiores populacdes de insetos Las+ foram encontradas em propriedades que nao
adotam manejo do HLB. Entretanto, a porcentagem de psilideos Las+ nas propriedades
com MB e MA também foi alta (>50%).

¢ Visando melhorar a eficiéncia do manejo do HLB nas propriedades com MA e MB, ha
necessidade de executar acdes para diminuir a ocorréncia de psilideos Las+ nas areas
sem o manejo da doenga. Estas acdes devem objetivar principalmente a erradicagdo de
plantas doentes em pomares abandonados, quintais e dreas residenciais, e também o

combate ao inseto vetor com o controle quimico ou biolégico.
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