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Resumo — O huanglongbing (HLB) é a doenga de citros mais importante
no mundo. No Brasil tem como agentes etiologicos ‘Candidatus Liberibacter
asiaticus’ e ‘Ca. Liberibacter americanus’. Também ha associacao de fitoplas-
mas do grupo 16SrIX com sintomas de HLB, porém tratando-se de outro
patossistema. No Brasil, ‘Ca. Liberibacter’ € uma praga regulamentada com
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o status de quarentenaria presente nos Estados de Sdo Paulo (SP), Minas
Gerais (MG) e Parana (PR). Este levantamento teve como objetivos identifi-
car a presencga de plantas com sintomas de HLB em pomares de citros e rea-
lizar a diagnose dos agentes etioldgicos. Pomares de laranjeira doce, limeira
e tangerineira nos Estados da Bahia (BA), Para (PA), Rio Grande do Sul (RS),
Minas Gerais (MG) e Parana (PR), e no Distrito Federal (DF), foram inspecio-
nados para sintomas semelhantes a HLB e amostras de folhas, frutos e in-
setos vetores foram coletadas e submetidas a diagnose. As regides afetadas
pelo HLB nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais (Tridngulo Mineiro) ndo
foram amostradas pelo maior histérico de ocorréncia da doenga. Foram rea-
lizados testes PCR ou qPCR com primers especificos para 'Ca. Liberibacter
asiaticus/americanus’ e ‘Ca. Phytoplasma spp.’. Um total de 324 amostras
foliares e 70 insetos Diaphorina citri foram analisados a partir de 252 pomares
inspecionados. Houve detecgao de ‘Ca. Liberibacter asiaticus nos Estados do
Parana e Minas Gerais, sendo, neste ultimo Estado, encontrado em novas
regides produtoras. Fitoplasmas foram encontrados apenas no DF, com baixa
incidéncia, ndo acarretando até o momento prejuizos em virtude de confusao
de sintomas com HLB. Nao houve deteccédo de 'Ca. Liberibacter asiaticus/
americanus’ no RS, BA, DF e PA, atualmente areas livres de HLB.

Termos para indexagao: Huanglongbing, 'Ca. Liberibacter’, Diaphorina citri,
Fitoplasma 16SrIX .
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Abstract — The huanglongbing (HLB) is the most important citrus disease in
the world. In Brazil it has been caused by ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’
and ’Ca. Liberibacter americanus’. Also, phytoplasmas from 16SrlX group
were associated with symptomatic-HLB citrus plants, however, it consists in
another pathosystem. In Brazil, ‘Ca. Liberibacter’ is a regulated pest present
only in Sdo Paulo, Minas Gerais (MG) and Parana (PR) States. This survey
had the objective to identify the presence of HLB symptoms in citrus orchards
and to diagnose the etiologic agents. Orchards of sweet orange, lemon and
mandarin from Bahia (BA), Para (PA), Rio Grande do Sul (RS), Minas Gerais
(MG) and Parana (PR) States and Distrito Federal (DF) were inspected to
find HLB-like symptoms. Leaves and fruits samples and insect vectors in-
dividuals were collected to diagnosis. The regions of Sdo Paulo and Minas
Gerais (triangulo mineiro) with longer history of HLB were not sampled. The
PCR or gPCR tests with specific primers to 'Ca. Liberibacter asiaticus/amer-
icanus’ and phytoplasmas ('Ca. phytoplasma spp.’) were performed. A total
of 324 leaves samples and 70 insects Diaphorina citri were analyzed from
252 orchards inspected. It has occurred detection of ‘Ca. Liberibacter asiat-
icus’ in PR and MG, in this last State it was found in new producing regions.
Phytoplasmas were found only in DF, with low incidence and no economic
losses happened until the moment, due to the similarity of symptoms to HLB.
There was no detection of ‘Ca. Liberibacter asiaticus/americanus’ in RS, BA,
DF e PA, currently HLB-free areas.

Index terms: Huanglongbing, 'Ca. Liberibacter, Diaphorina citri, Phytoplasma
16SrIX
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Introducao

A citricultura é uma cultura que faz parte do agronegdcio brasileiro. E uma
das mais importantes do Brasil, sendo que os citros (laranjas, tangerinas,
limas e limdes) estédo entre as frutas mais consumidas pela populagéo, tendo,
em consequéncia, papel fundamental na dieta alimentar dos brasileiros de
todas as classes sociais. O Brasil responde por mais de 70% do mercado
mundial de suco de laranja e exporta 97% do que produz (Kist et al., 2016). A
producéo de citros vem sendo realizada em todos os Estados, sob diferentes
sistemas de producao, tanto de base familiar quanto empresarial, reflexo da
diversidade de clima e de solo das regides de cultivo, das tecnologias adota-
das pelos produtores e das exigéncias dos diferentes mercados consumido-
res (sucos e frutas in natura).

Problemas fitossanitarios tém causado danos expressivos a citricultura
brasileira, ocasionando reducdo de producdo e de qualidade dos frutos e
morte de plantas, demandando enormes gastos com defensivos, tratos cul-
turais e reimplantacdo de pomares. Estima-se que na ultima década, as pra-
gas e doencas foram responsaveis pela erradicacao de 40 milhdes de arvo-
res, sendo as principais a Clorose Variegada dos Citros, a Morte Subita dos
Citros, o Cancro Citrico e o huanglongbing-HLB (Neves et al., 2010). Essa
ultima é a doenga mais destrutiva dos citros e preocupa atualmente citricul-
tores no mundo inteiro. No Brasil a doenga tem sido relatada desde 2004
(Coletta-Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005) e restringe-se aos Estados
de Sao Paulo, Parana e Minas Gerais, sendo o seu agente patogénico uma
praga regulamentada presente.

O HLB é causado pelas bactérias ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’, ‘Ca.
L. americanus’ e 'Ca. L. africanus’ limitadas ao floema das plantas e transmiti-
das pelos insetos vetores Diaphorina citri e Trioza erytreae (Bové, 2006), sen-
do que no Brasil ocorre ‘Ca. L. americanus’ e 'Ca. L. asiaticus’ ambas trans-
mitidas por D. citri. As plantas afetadas exibem folhas mosqueadas (clorose
assimétrica) e folhas com sintomas similares aos provocados por deficiéncias
minerais, particularmente de zinco, manganés e ferro. Ocorre também a de-
formacgao dos frutos, abortamento de sementes, queda de folhas e de frutos
e morte de brotacdes (Da Graga, 1991). Os agentes causais (‘Candidatus
Liberibacter spp.’) e os vetores (Diaphorina citri e Trioza erytreae) estdo em
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franca disseminagao por todas as regides citricolas do mundo, constituindo
a principal ameacga a sustentabilidade da cadeia citricola. Em Sao Paulo -
Brasil, e Florida - EUA, as duas maiores regides produtoras de laranja do
mundo, o HLB afeta 18% e 80% das plantas, respectivamente, apds 12 anos
de sua constatagao, causando perdas expressivas na produgado e ampliando
custos (Girardi et al., 2017).

As variedades comerciais de citros sdo suscetiveis ao HLB (Boscariol-
Camargo et al., 2010; Halbert; Manjunath, 2004) e ndo ha métodos de con-
trole curativos, ndo sendo recomendada a poda dos ramos afetados (Lopes
et al., 2007). Recomenda-se o manejo regional do HLB, com o controle do
vetor e erradicagéo de plantas sintomaticas sistematicamente (Bassanezi et
al., 2010).

Os fitoplasmas do grupo 16SrIX foram associados a plantas de citros com
sintomas de HLB, mas livres de 'Ca. L. americanus’ ou 'Ca. L. asiaticus’. A
doenca foi observada em 11 municipios do Estado de Sdo Paulo no ano de
2007 (Teixeira et al., 2008b). Além desse, outros relatos de fitoplasmas asso-
ciados a sintomas de HLB ocorreram nos Estados da Bahia e Minas Gerais e
também na China e no México (Chen et al., 2009; Lou et al., 2013, Wulff et al.,
2015). Mesmo se tratando de doencas e patossistemas diferentes de HLB,
a simples presenca de sintomas semelhantes ao HLB em plantas infectadas
por fitoplasmas pode causar prejuizos em virtude de medidas de erradicagao
em pomares e da dificuldade de comercializagao de frutos.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi investigar a presenca de sin-
tomas de HLB em pomares de citros em diferentes regides do Brasil, com
énfase nas regides com pouco estudo sobre a ocorréncia de fitoplasmas do
grupo IX, bem como diagnosticar os agentes etiolégicos presentes nas amos-
tras coletadas.
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Material e Métodos

1.  Amostragem de folhas de citros e de Diaphorina citri

As inspecoes foram realizadas em pomares comerciais ou caseiros de
citros localizados nas diferentes regides dos Estados de BA, MG, PA, PR, RS
e no DF (Tabela 1). As inspegdes visuais nos pomares buscaram sintomas
tipicos de HLB (mosqueado assimétrico nas folhas, folhas com nervuras cor-
ticosas, frutos com maturagéo irregular, frutos deformados, plantas com parte
da copa apresentando amarelecimento). A partir de plantas citricas sintoma-
ticas foram coletadas amostras de frutos e amostras foliares compostas cada
uma por dez folhas.

No Estado de RS, na auséncia de plantas sintomaticas, efetuou-se a cole-
ta de Diaphorina citri capturadas em armadilhas amarelas adesivas afixadas
nos pomares. As inspec¢des foram realizadas em diferentes épocas do ano.

Tabela 1. Numero de pomares inspecionados de acordo com a regido dos
Estados do Brasil

Estado Regido N° de pomares
inspecionados
BA Bom Jesus da Lapa e Jaguaripe 2
DF Nucleo Rural Tabatinga, Nucleo Rural Taquara, 9
Brazlandia
MG Bonfim, Campanha e Perddes 13
PA Castanhal, Garrafdao do Norte, Capitdo Pocgo, 53
Maraba e Sao Domingos do Araguaia
PR Regides: Central, Noroeste, Norte, Norte 65

Pioneiro e Sul

RS Vale do Cai, Fronteira Oeste, regido Noroeste 110
e Alto Uruguai
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2. Extracdo de DNA de plantas e insetos

As amostras de plantas e insetos foram submetidas a extracdo de DNA
de acordo com a metodologia descrita por Murray e Thompson (1980). As
amostras de folhas de laranja doce, limas acidas, limdes e tangerinas foram
lavadas com detergente neutro e apos a secagem, a nervura central de 10 fo-
Ihas da mesma amostra foi picada e macerada. As amostras de insetos foram
maceradas diretamente em tampao de extragdo. Albedos irregulares ou es-
pessos provenientes de frutos sintomaticos também compuseram amostras
para serem submetidas a extracao de DNA.

3. Deteccédo dos patégenos

A deteccdo de 'Ca. L. americanus’ e ‘Ca. L. asiaticus’ foi realizada por
meio da metodologia duplex PCR (Teixeira et al. 2008a) utilizando os primers
GB1/GB3 (Teixeira et al., 2005) e A2/J5 (Hocquellet et al., 1999) ou por PCR
em tempo real (QPCR) de acordo com Teixeira et al. (2008a).

A detecgao do fitoplasma do grupo 16SrIX foi realizada por amplificagéo
por PCR utilizando os primers P1/P7 , seguido de Nested PCR com os pri-
mers fU5/ rU3 e D7f2/ D7r2 (Seemililler et al. 1994; Lee et al. 1998). A técnica
de PCR em tempo real (qPCR) utilizando os primers FITf e FITr e a sonda
FITp (Wulff et al., 2015) também foi utilizada. As amostras de D. citri foram
testadas apenas para presenga de ‘Ca. L. americanus/asiaticus’.
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Resultados e Discussao

A bactéria 'Ca. L asiaticus’ foi detectada apenas em amostras provenien-
tes dos Estados de Parana e Minas Gerais (Tabela 2). Nao houve detecgao
de 'Ca. L americanus’ ou 'Ca. L asiaticus’ nos Estados de BA, PA, RS e no
DF, areas consideradas livres da doenca HLB pela legislagdo do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Instrugao Normativa n°59 de 18 de
dezembro de 2013).

Tabela 2. Detecgédo de ‘Candidatus Liberibacter spp.’ e Fitoplasma em
amostras de citros coletadas em diferentes regides do Brasil.

Regido Numero de Ca.L Ca.L Fitoplasma*
Amostras asiaticus* | americanus* 16SrIX

Alto Parana-PR 3 2 0 0
Alténia-PR 1 1 0 0
Arapongas-PR 7 4 0 0
Assai-PR 1 1 0 0
Astorga-PR 1 1 0 0
Bandeirantes-PR 1 1 0 0
Bela Vista do Paraiso- 1 0 0 0
PR

Bom Jesus da Lapa- 5 0 0 0
BA

Bom Sucesso-PR 2 1 0 0
Bonfim-MG 2 2 0 0
Brazlandia-DF 42 0 0 6
Cambara-PR 5 5 0 0
Cambé-PR 13 4 0 0
Campanha-MG 13 13 0 0
Castanhal-PA 3 0 0 0
Cerro Azul-PR 3 0 0 0
Congonhinhas-PR 1 1 0 0
Cornélio Procopio-PR 1 0 0 0
Ibipora-PR 7 0 0 0
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Ivaipora-PR 1 0 0 0
Jaguapita-PR 14 9 0 0
Jaguaripe-BA 4 0 0 0
Londrina-PR 33 7 0 0
Maraba-PA 8 0 0 0
Nucleo Rural 25 0 0 0
Tabatinga-DF

Nucleo Rural 31 0 0 0
Taquara-DF

Paranavai-PR 4 3 0 0
Perdbées-MG 20 8 0 0
Pitangueiras-PR 22 11 0 0
Rancho Alegre-PR 5 0 0 0
Rolandia-PR 41 20 0 0
Sabaudia-PR 2 0 0 0
Santa Cecilia do 0 0
Pavao-PR

Sao Domingos do 1 0 0 0
Araguaia-PA

* Numero de amostras positivas.

Cabe ressaltar que, em MG, as amostras coletadas foram de
tangerineira ‘Ponkan’ das areas Sul e Central do Estado, sendo que, na area
Central de MG, a constatacdo da doenga ocorreu apenas a partir de 2016,
indicando possivel expansdao da doenga para novas areas produtoras. No
RS, ndo houve deteccao de 'Ca. Liberibacter spp.” em 70 exemplares de D.
citri coletados nos pomares do Estado.

Fitoplasma pertencente ao grupo 16SriX foi detectado somente na
regido de Brazlandia no DF. As folhas ndo apresentavam sintomas tipicos de
HLB, embora apresentassem sintomas de deficiéncia nutricional e sintomas
causados por outras pragas e/ou patdogenos. Nenhuma amostra sintomatica
apresentou presenca simultanea de ‘Ca. Liberibacter’ e fitoplasma.

O fato da maioria das plantas suspeitas apresentarem resultados
negativos para 'Ca. Liberibacter’ ou fitoplasmas deve-se a presenga de outras
pragas e doengas, ou também a sintomas de deficiéncia nutricional, que séo
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facilmente confundidos com sintomas de HLB. Estes pomares pertencem
a pequenos produtores, pouco tecnificados e que ndo adotam as melhores
praticas agronémicas no manejo do pomar.

Um fitoplasma do grupo 16SrIX j& havia sido anteriormente
diagnosticado, no ano de 2012, em amostras foliares de citros na Bahia (Silva
et al., 2014), na regido de Bom Jesus da Lapa, e em Minas Gerais, na regiao
de Matias Cardoso (Wulff, comunicacdo pessoal)' . Nas coletas realizadas
durante este projeto na mesma regido da Bahia, nao foi detectada a presencga
do fitoplasma. No Para, houve diagndstico prévio de fitoplasma em citros na
regido de Maraba, no ano de 2010 (Ishida, comunicacdo pessoal)? . Neste
caso nao houve a identificacdo do grupo ao qual pertencia o fitoplasma e
novas coletas ndo foram possiveis em virtude da morte da planta amostrada.
O recente relato de HLB na Colémbia (ICA, 2017), na fronteira com a
Venezuela, ressalta a necessidade de vigilancia na regiao norte do Brasil.

O fato da ndo observagéao de fitoplasmas na mesma regido onde fora
anteriormente detectado verificou-se também no Distrito Federal. Ocorreu
uma menor incidéncia de fitoplasmas na segunda coleta em relagéo a primeira
realizada nas mesmas areas. Isso também foi observado no Estado de Séo
Paulo, inclusive na mesma planta diagnosticada como positivo, apds certo
periodo de tempo, tanto os sintomas como os fitoplasmas desapareceram
na planta. Isso indica que, provavelmente, as plantas de citros n&o sao boas
hospedeiras do fitoplasma. A incidéncia da doencga em citros aparentemente
depende da vegetacao espontanea junto ao pomar e de cultivos de crotalaria
nas proximidades dos pomares (Wulff et al., 2015). Esta vegetagdo tem
papel importante como reservatério tanto de fitoplasmas como de cigarrinhas
vetoras.

Desta forma, ao contrario do HLB causado por 'Ca. L. asiaticus’ e
‘Ca. L. americanus’, a doenga causada por fitoplasmas do grupo 16SriX tem
uma baixa disseminacao nos pomares e na propria planta infectada. Devido a
baixa incidéncia observada até o momento, ndo se verifica a necessidade de
medidas regulatérias adicionais as implementadas para o controle de HLB.
No entanto, nas regides onde ainda ndo ocorre o HLB, a diagnose laboratorial

! Comunicagao por mensagem eletrénica

2 Comunicagao por mensagem eletrdnica
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€ imprescindivel para se esclarecer o agente etioldgico de plantas com
sintomas suspeitos desta doencga.

No Rio Grande do Sul, o trabalho com monitoramento de HLB em
plantas e Diaphorina citri foi iniciado em 2008. Desde entédo, 1360 pomares
de citros foram inspecionados no Estado para presenca de sintomas de
HLB e nove mil ponteiros de plantas citricas enviadas para analise para
monitoramento de D. citri. A partir de 2010, o monitoramento do vetor passou
a ser feito por armadilhas amarelas adesivas instaladas nos pomares. Até
o presente momento, nao foi detectado HLB em plantas sintomaticas e nos
vetores coletados.
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Conclusoes

1. O HLB néao esta presente em pomares de citros nos Estados de Rio
Grande do Sul, Bahia, Para e no Distrito Federal, areas consideradas livres
da doenca.

2. Fitoplasmas do grupo 16SrIX foram detectados apenas no Distrito
Federal e com baixa incidéncia em citros.
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