Informativo Centro de Citricultura

Cordeirépolis, Janeiro de 2010 * Numero 176

Projeto Tematico amplia
informacoes sobre o huanglongbing

Tao logo foi comprovada a ocorréncia de
huanglongbing (HLB) no Estado de Sao Pau-
lo em 2004, vérios grupos de pesquisadores
se mobilizaram no sentido de fortalecer as
colaboragdes e acelerar a obtencdo de resul-
tados sobre 0 novo patossistema. Em 2005,
foram aprovados pela Fapesp dois Projetos
Tematicos, sendo um deles (Estudo da bac-
téria Candidatus Liberibacter spp: diagnos-
tico, biologia e manejo) coordenado pelo
Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC,
com participagdo de pesquisadores de outras
institui¢coes. A equipe principal desse projeto
¢ composta por Helvécio Della Coletta Filho,
Marco A. Takita, Marcos A. Machado, Mari-
angela Cristofani-Yaly e Raquel L. Boscariol-
Camargo (Centro de Citricultura), Pedro T.
Yamamoto, Renato B. Bassanezi e Silvio A.
Lopes (Fundecitrus), Elliot Kitagima e Joao
Roberto S. Lopes (Esalq) e Alexandre M.
Amaral (Embrapa/Centro de Citricultura).

Nesta edi¢do, o Informativo Centro de
Citricultura traz uma sintese dos principais
resultados obtidos por esse Projeto, que
“contribuiu de modo significativo para o
aumento do conhecimento sobre a doenga
em S3o Paulo’, de acordo com o pesquisador
Marcos A. Machado, diretor da instituicdo.

Resisténcia varietal

Foi feita uma avaliagdo da ocorréncia de
resisténcia a doenca em diferentes espécies
de citros e géneros proximos. As tangerinas
sdo as espécies que melhor multiplicam a
bactéria do HLB, com destaque para a me-
xerica do Rio, que apresenta concentragoes
trés vezes maiores as encontradas em tange-
rina Ponkan e Cravo. Em todas as espécies
ha desenvolvimento de sintomas tipicos da
doenca. Em lima é4cida Galego ocorre tam-
bém o desenvolvimento de sintomas dife-
renciados, como engrossamento e acentua-
da clorose de nervuras.

O monitoramento da populagao da bac-
téria em tangerina Sunki e Poncirus trifoliata
por um periodo de dois anos revelou que,
nesta ultima, a taxa de multiplicacdo da bac-
téria foi muito mais lenta e tardia, indican-
do tolerancia. A compara¢io entre as duas
espécies possibilitou a construcdo de mapa
genético delas.

Alguns géneros proximos de citros,
como Atalantia e Eremolemon apresen-
tam-se mais tolerantes, ocorrendo também
grande variagdo da populagio bacteriana
a0 longo do ano. Em outros géneros, como
Micromellum e Severinia, sintomas visuais
ndo sao observados, mas sinais semelhantes
a deficiéncia nutricional sao comuns em Mi-
crocitrus e Fortunella. Em todos esses géne-
ros, ocorre multiplicacdo da bactéria.

Nao parece haver, no entanto, resistén-
cia genética a infecgao de Ca. Liberibacter
spp dentro do grupo citros e géneros afins.
“O que se observa, de modo geral, ¢ uma
alta suscetibilidade, com todos as varieda-
des sendo capazes de multiplicar a bactéria
a altas taxas e com desenvolvimento de sin-
tomas tipicos da doenga’, explica Machado,
completando que os dados obtidos referem-
se a avaliacdo apos enxertia com borbulhas
infetadas, o que nao corresponde ao patos-
sistema em condi¢des naturais, onde a trans-
missao pelo vetor é a forma predominante
de transmissdo. “Eventual tolerancia ou re-
sisténcia em condicdes de campo poderiam
ser atribuidas a menores taxas de transmis-
sdo da bactéria pelo vetor”, diz.

Enriquecimento
e genoma da bactéria

Um dos principais objetivos do Proje-
to Temdtico foi estabelecer um sistema de
enriquecimento da bactéria que pudesse,
de alguma forma, substituir as dificuldades
de seu cultivo. Afinal, para se conhecer um

determinado organismo é necessario aces-
sar informacoes de sua biologia. Uma das
primeiras abordagens para obter material
genético de qualidade foi tentar extrair DNA
bacteriano de plantas doentes. Tanto a baixa
eficiéncia do procedimento, quanto a quali-
dade do DNA desencorajaram a continuida-
de dessa abordagem.

Um dos sistemas de enriquecimento
da bactéria estabelecidos no Projeto foi sua
transmissdo através de cuscuta e multiplica-
¢do em hospedeiros alternativos, como vin-
ca e tabaco, espécies que multiplicam muito
bem a bactéria, alcangando mais de dez vezes
a concentra¢do usualmente encontrada em
citros. Ha uma nitida e direta associa¢ao en-
tre concentragdo da bactéria nos tecidos e a
severidade de sintomas. Mesmo alcancando
altos titulos nesses hospedeiros, o rendimen-
to total de DNA da bactéria ndo ultrapassa a
3%, o que nao permitiu um bom sistema de
clonagem para sequenciamento.

O uso de hospedeiros alternativos de
ciclo curto nos quais a bactéria se multi-
plique a altos titulos presta-se muito bem
a estudos de interacio planta-patdgeno,
particularmente para o entendimento de
mecanismos de patogenicidade da bactéria
e para os mecanismos gerais de resposta da
planta.

(Continua na pdgina 2)

Vinca infectada com Ca. Liberibacter spp., mos-
trando sintomas semelhantes a HLB (Foto: Helvécio
Della Coletta Filho).



Editorial

Expressivo retrocesso

Embora sem surpresas, a mudanga do
modo de atuagdo do Fundecitrus, anun-
ciada oficialmente neste més de janeiro,
ndo permite bons progndsticos para o setor
citricola no curto e médio prazos. Como
exemplo de participacao do setor de pro-
ducdo no controle de sua prépria cadeia,
o Fundecitrus representou um diferencial
no agronegécio brasileiro e é responsdvel
direto pelo sucesso no controle do cancro
citrico no Estado de Sao Paulo. Atuando
em defesa, extensdo e pesquisa, o Fundeci-
trus deverd se concentrar a partir de agora
em extensdo e pesquisa.

Ao propor este novo papel, o setor ci-
tricola mostra estar em sintonia com vd-
rios movimentos de retrocesso que tém
ocorrido no mundo e no Brasil, ou seja,
decidiu voltar no tempo e tentar outro
modelo de citricultura. Ignorou conquistas
expressivas, ndo soube impor sua impor-
tdncia econdmica, politica e social, com-
provou seu cardter extrativista e mostrou-
se absolutamente incapaz de enfrentar
desafios maiores do que uma safra ou de
uma oscilagdo na bolsa de commodities.
Ao assumir o atual modelo da Flérida no
(des) controle de doencas, o setor mostrou
o0 que realmente pensa de si mesmo e de
todos aqueles que, de forma direta ou in-
direta, participam da atividade. Mostrou
ser pequeno em um negdcio grande e nao
grande como muitos admitem.

A decisao de mudanga de rumo deverd
trazer consequéncias extremamente graves
para o controle de doencas como o cancro
citrico e o huanglongbing. Mais do que
ninguém, o setor sabe que o controle dessas
doencas deve ser feito de modo integrado e
intensivo. Embora o HLB seja a preocupa-
¢do imediata, a expansdo do cancro citri-
co deverd provocar prejuizos considerdveis
quando ele ultrapassar as atuais taxas.

Nem é preciso lembrar que extensdo, de-
fesa e pesquisa sdo integrantes essenciais na
sustentabilidade de qualquer cadeia de agro-
negocio. Ao assumir somente parte dessas
atividades, o setor transfere para o Governo
essa responsabilidade, mesmo sabendo das
suas limitagcdes orcamentdrias e de outras
priorizagdes que o setor puiblico estd sujeito.

A citricultura perde. O Estado de Sdo
Paulo perde. O Brasil perde.

A extensdo do retrocesso deverd ser
avaliada em breve, pela crescente perda
de competitividade daquela que ainda é a
maior citricultura do mundo.
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Matéria de Capa

(Continuagdo)

Alternativas para enriquecimento da
bactéria foram estabelecidas, sendo que
a imunocaptura e a amplificagdo de frag-
mentos longos a partir de uma solugio
bacteriana ap6s alimentag¢ao do vetor mos-
traram-se promissoras. Ambas as metodo-
logias permitem ‘isolar’ a bactéria e, a partir
dai, amplificar fragmentos do genoma que
podem ser sequenciados. “Essa é ainda
uma metodologia com cardter analitico,
faltando-lhe o aspecto quantitativo, isto é,
obter maior quantidade de DNA para o se-
quenciamento’, afirma Machado. Por outro
lado, a imunocaptura com anticorpos poli-
clonais serd sempre um método que favo-
recerd todas as bactérias gram-negativas no
inseto, inclusive Wolbachia, de modo que
na montagem do genoma possam ser ‘reti-
radas’. “F a estratégia que funciono u para o
sequenciamento de Ca. L. asiaticus”

Tanto a partir de DNA total isolado de
plantas de vinca infectadas, quanto de imu-
nocaptura, foi tentado o sequenciamento
do genoma da bactéria com tecnologia de
pirosequenciamento. Em fun¢ao da qua-
lidade do DNA, o ren-
dimento tem sido ina-

Microscopia eletronica de varredura de floema de
vinca enriquecidos com Liberibacter (Foto: FA.
Tanaka & E.W. Kitajima)

Hibridagao com sondas marcadas, por
exemplo, é altamente inespecifica. Cro-
matografia de camada fina para produgao
da planta em resposta a infeccio tem baixa
sensibilidade e inespecificidade. E micros-
copia eletronica nao tem operacionalidade
para grande nimero de amostras.

A amplifica¢do por PCR, tanto de Ca.
Liberibacter asiaticus quanto de Ca. L.
americanus, mostra-se eficiente na con-
firmacdo do diagnostico da doenga. Nao
apresenta suficiente sensibilidade para
detecgdo das bactérias em plantas assin-
tomaticas. Para superar essa limita¢do foi
desenvolvida a PCR em tempo real, com
sensibilidade cerca de 100 vezes maior que
a PCR comum.
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Padrédo de PCR em tempo real para amplificacdo de Ca. L. americanus

(amostras 140, 141, 142 e 146) (Foto: Eduardo F. Carlos)

Diversidade e
diagndstico da bactéria

Entre as varias op¢oes para diagnostico
dabactéria, a que melhor se ajusta a questoes
de sensibilidade, custo e operacionalidade é
a amplificagao por PCR (rea¢do de polime-
rase em cadeia) de regioes gendmicas.

Ambos os protocolos tém sido utiliza-
dos rotineiramente na Clinica Fitopatold-
gica do Centro de Citricultura.

O principal problema da PCR em
tempo real é o custo e a altissima sensibi-
lidade do método, o que aumenta os ris-
cos de contaminagdo de falsos positivos.
Assim, como alternativa, foi desenvolvido
o nested-PCR, com es-
pecificidade e sensibili-
dade tao alta quanto a
PCR em tempo real e
que funciona bem para
deteccdo da bactéria no
vetor.

Padrdo PCR com amplificagéo de (A) Ca. Liberibacter americanus e

(B) Ca. Liberibacter asiaticus
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Bactéria no vetor e
hospedeiros alternativos

Com grande capacidade atrativa do ve-
tor, a murta, muito utilizada como planta
ornamental em areas urbanas, é o princi-
pal hospedeiro alternativo da bactéria. Os
principais dados sobre murta originam-se
de coletas em ambiente natural.

Murta enxertada sadia e infectada com Ca. Liberibacter
americanus (Foto: Silvio A. Lopes)

Apoés os primeiros resultados sobre
aquisicdo da bactéria pelo psilideo, fi-
cou demonstrado que larvas e ninfas sio
mais eficientes na aquisi¢do que individu-
os adultos. Por outro lado, a bactéria se
multiplica no vetor, podendo alcancar um
titulo mais de 60 vezes maior em poucas
semanas. Sao informagdes importantes no
estabelecimento de um sistema eficiente
de manejo, priorizando tanto inseticidas
de contato quanto sistémicos, de modo a
atuarem sobre todos os estagios do vetor.

A transmissao da bactéria por
Diaphorina citri é do tipo persistente
(provavelmente propagativa), com pe-
riodo de laténcia inferior a 21 dias. Os da-
dos de aumento de populacio da bactéria
em ninfas apdiam a hipotese de persistén-
cia propagativa. A sobrevivéncia de indi-
viduos de 46 até 100 dias apds aquisi¢do
sugere que os vetores infectivos poderiam
manter-se em transmissao ativa da bacté-
ria por periodos de 1 a 3 meses.

Temperatura, bactéria e poda

Aqui o foco principal do trabalho foi
entender como a temperatura poderia afe-
tar o desenvolvimento da bactéria e da do-
enca. Era uma informacao relevante face a
maior dispersdo da doenca no centro do
Estado. Naquele momento, havia a hipote-
se que regides mais quentes poderiam ser
menos afetadas, assumindo-se que havia
um equilibrio nas popula¢oes de ambas as
bactérias. Atualmente se sabe que Ca. L.
asiaticus tem maior taxa de transmissao,
multiplica-se mais no hospedeiro e nio
parece ser afetado por altas temperaturas,

comuns no norte do Estado. Passou, entdo,
a ser a espécie dominante em Sao Paulo.

Ca. L. americanus, por sua vez, mos-
trou-se altamente suscetivel a temperaturas
mais elevadas, podendo ser aparentemente
eliminada da planta nessas condi¢des, ou
mesmo ndo se multiplicar. Se esse efeito é
persistente ainda nao se sabe. O fato princi-
pal é que desde o inicio da deteccao do HLB
no Brasil, em junho de 2004, tem crescido
de modo significativo a propor¢ao de Ca. L.
asiaticus, em relagdo a de Ca. L. americanus,
sugerindo que a primeira espécie apresenta
maior adaptacdo ao patossistema que a ou-
tra. As razdes para isso sio desconhecidas,
mas poderiam estar associadas a tempera-
tura do ambiente, eficiéncia de transmissao
e adaptacio ao vetor.

Outro resultado relevante obtido re-
fere-se a constatacdo de que a poda nio é
uma prética viavel para redug¢ao de inocu-
lo na planta ou mesmo promover a cura
da doencga, o que ja era conhecido, mas
que foi taxativamente comprovado nesse
Projeto. Considerando o fato de a bactéria
colonizar o floema, nao foram surpresa es-
ses resultados. Portanto, préticas-tentativa
de controle por poda, como é feito na Afri-
ca do Sul, devem estar fora de cogitacao.

Epidemiologia, manejo e custos

Essa parte do Projeto foi sem dutvida
alguma o maior e mais abrangente estudo
sobre epidemiologia de HLB jd realizado e
trouxe inumeras informacdes que auxiliarao
no estabelecimento de estratégias de manejo
da doenca no Estado.

A epidemia do HLB ¢ extremamente se-
vera e rapida e seu controle somente poderd
ser feito de modo integrado. Sem a redugao
ou eliminacio de fontes externas para in-
feccao primdria, estratégias de erradicacao
de plantas infectadas ou controle quimico
do vetor podem ser indcuos. A significativa
evolugdo (0 a 45 %) no ntimero de plantas

3

doentes na area experimental apds trés anos
¢, no minimo, assustador. Erradica¢dao de
plantas doentes e controle quimico do vetor
por si s6 ndo funcionam se forem executa-
dos em drea restrita, sem a integracdo regio-
nal. Mesmo adotando-se um programa de
controle quimico do vetor, fontes externas
para infeccao primdria sao determinantes
no progresso da doenga. O controle quimico
apresenta-se mais efetivo na redug¢do das in-
fecgoes secundarias.

Outro fator determinante em qualquer
estratégia de manejo relaciona-se com o
longo periodo de incubagao da doenga an-
tes que os primeiros sintomas possam ser
observados. “Ao que tudo indica, levanta-
mentos baseados em sintomas podem ser
indcuos na medida em que ha grande pro-
babilidade de haver um grande ntimero de
plantas ja infectadas servindo com fontes
de bactéria para infecgoes secundarias e que
ainda nao foram observadas”, diz o pesquisa-
dor do Centro de Citricultura.

Nas condi¢des deste experimento (regido
com alta pressao externa de in6culo, parcelas
de 0,9 ha, com e sem controle do vetor), as
elevadas perdas de plantas com sintomas da
doenga e o custo das estratégias de manejo
da doenga tornam insustentavel economica-
mente o cultivo de citros.

Considerando a atual incidéncia de plan-
tas com HLB no experimento (média para
tratamentos com e sem controle do vetor,
respectivamente, 28,9% e 61,7%) e as taxas
de progresso da doenga estimadas, estima-se
que ao final de 54 meses ap6s o plantio te-
rdo sido eliminadas nas parcelas, com e sem
controle do vetor, respectivamente, 62,8% e
83,4% das plantas do plantio original. Mes-
mo que as plantas remanescentes apresen-
tem no préximo ano uma producdo acima
da média para sua faixa etdria (em torno de
uma caixa por planta), a receita obtida nao
pagard o dispéndio realizado para o controle
da doenga e muito menos o investimento to-
tal realizado desde o plantio.
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Fundecitrus muda estratégia de acao

O setor citricola foi surpreendido, no
final de 2009, com a noticia que o Fundo
de Defesa da Citricultura (Fundecitrus)
nao deverd mais atuar na area de defesa da
citricultura. Um novo convénio para sua
atuacdo deverd ser feito com a Secretaria
de Agricultura e Abastecimento do Esta-
do de Sao Paulo. A seguir, a transcrigao da
nota divulgada pela entidade em janeiro:

O Fundecitrus vai mudar seu foco de
atuagdo no Estado de Sao Paulo. A nova
postura foi aprovada pelo Conselho Delibe-
rativo da entidade com o objetivo de apri-
morar o manejo das doengas. O assunto
esteve em pauta durante reunido realizada
com o secretdrio de Agricultura e Abasteci-
mento do Estado, Jodo Sampaio, na tarde
do dia 18 de janeiro, quando um novo con-
vénio foi discutido.

As mudangas adotadas visam maior en-
foque na conscientizagdo e educagio fitossa-
nitdria, prestagio de servicos e capacitagio de
produtores. De acordo com o presidente do Fun-
decitrus, Lourival Carmo Monaco, a entidade
enfatizard o conhecimento e a modernizagio
tecnoldgica. “O foco serd maior no produtor e
na prevengio de pragas e doencas’, afirma.

As novas diretrizes foram necessdrias,
pois, as agoes de controle do greening foram
insuficientes frente a dindmica da doenga.
Em cinco anos, a incidéncia de talhoes com
a presenga do greening passou de 3,4% para
24%. Dessa forma, o Fundecitrus vem bus-
cando mecanismos que se mostrem mais efe-
tivos no manejo da doenca, embora enten-
dendo que a redugdo do inéculo é o caminho
que permite o controle.

Para Moénaco, as mudangas foram ne-
cessdrias. “Vamos preparar os produtores
para que eles facam o manejo adequado de
seus pomares, focando na prevengdo de pra-
gas e doengas dos citros”

Na drea de pesquisa, o Fundecitrus am-
pliard o desenvolvimento de conhecimento,
a difusdo e a incorporagio as tecnologias.
Na drea técnica, as visitas, as palestras, os
cursos e os treinamentos terdo continuidade,
sendo intensificados.

Engenheiros agronomos levardo - aos
citricultores - recomendacdes para a con-
ducdo adequada dos pomares. “Todos os
citricultores continuardo tendo o apoio do
Fundecitrus’, disse o presidente. Os produto-
res poderao contar ainda com o trabalho de
diagnose por meio de andlises laboratoriais.

EVENTOS EM MARCO NO CENTRO DE CITRICULTURA
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Os levantamentos amostrais também serdo
feitos anualmente com as principais pragas
e doengas.

A partir de agora, a inspe¢ao e fiscali-
zagdo de pomares ficam sob a responsabili-
dade da Secretaria de Agricultura e Abaste-
cimento do Estado de Sao Paulo, por meio
da Coordenadoria de Defesa Agropecudria
(CDA). Contudo, o produtor deve seguir as
normas estabelecidas pelas legislagdes atuais
para o controle das doengas citricas.

Em 33 anos de existéncia, o Fundo de
Defesa da Citricultura sempre foi conside-
rado um exemplo de competéncia em suas
agoes na politica de sanidade das doengas
citricolas. A¢des do Fundecitrus permitiram
que 99% dos pomares ndo apresentassem
sintomas de cancro citrico durante dez anos.

Segundo o presidente Mdnaco, estima-se
que a politica de combate ao cancro evitou
que gastos equivalentes a R$ 300 milhoes
fossem evitados caso a doenga se expandisse.
“No caso do greening, estabelecemos uma
rede de pesquisa que permitiu entender o
processo de disseminagio e transmissdo da
doenga”
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