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RESUMO

SILVA, I. P. Disseminacdo da Clorose Variegada dos Citros (CVC) no
Recbncavo Baiano: disponibilidade de indculo em plantios e material

propagativo.

A Bahia ocupa o segundo lugar na producéo de frutas citricas brasileiras, mas a
Clorose Variegada dos Citros (CVC), uma das principais doencas de citros, esta
presente no estado. O agente causal € a bactéria Xylella fastidiosa subsp. pauca,
limitada ao xilema. Embora exista um estudo de incidéncia e prevaléncia para o
Litoral Norte, ainda ndo existem estudos de epidemiologia comparativa para o
Recodncavo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a dindmica espaco-temporal
da CVC em plantios citricolas e quantificar o risco de dispersdo associado a
material de propagacgdo no Recdncavo Sul. Além dos plantios, foram amostrados
0 banco de plantas matrizes de citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Foram
selecionadas duas areas de laranja doce Péra enxertada em Lim&o Cravo no
municipio de Governador Mangabeira-BA. Determinaram-se a percentagem de
ramos sintomaticos, percentagem de ramos infectados (sintométicos +
assintomaticos), e numero de brotacdes novas. A maior expressado de sintomas
ocorreu de maio a outubro com ciclos de trés meses, que coincidiu com maior
ndamero de brotacdes. Nao foi observado incremento na incidéncia de ramos
infectados, apenas ciclos de trés meses ao longo do ano. Esses ciclos podem
estar relacionados as condi¢des climaticas da regido. Houve disponibilidade de
in6culo e de biomassa hospedeira ao longo de todo o ano. Para determinar a
dindmica espacial da CVC, as plantas das areas selecionadas foram avaliadas
visualmente e mapeadas a cada més. Por meio da analise do indice de disperséo
(ID) e aplicagéo da lei de Taylor modificada, determinou-se o padrédo espacial da
doenca. A maioria das avaliagcbes apresentaram valor calculado de ID
estatisticamente superior a 1 (X2, P<0,05) indicando uma dependéncia espacial
entre plantas das sub-areas. A aplicacédo da lei de Taylor modificada para todos
os tamanhos de quadrats apontou agregacao, indicando uma interacdo entre
plantas de uma mesma vizinhanca. O padréo espacial das plantas afetadas nao
apresentou diferencas significativas entre as areas avaliadas. Esses resultados



nao diferem dos padrbes observados para a mesma doenca em outras regides do
Brasil. Para avaliar o risco de dispersao associado a material de propagacgéao
foram coletadas um total de 190 amostras de variedades diferentes no banco de
plantas matrizes da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Todas as amostras

apresentaram resultado negativo para a presenca do patdogeno da CVC.

Palavras-chave: Epidemiologia, Xylella fastidiosa subsp. pauca, disperséao.



ABSTRACT

SILVA, I. P. Spread of Citrus Variegated Chlorosis (CVC) in the Recbncavo

Baiano: inoculum availability in planting and propagation material.

Bahia ranks second in the production of Brazilian citrus fruits, but Citrus
Variegated Chlorosis (CVC), a major citrus disease, is present in the state. The
causal agent is Xylella fastidiosa subsp. pauca a xylem-limited bacterium. Despite
some information about CVC in the Litoral Norte region of Bahia, there are no
comparative epidemiological studies for the Reconcavo region in Bahia. The aim
of this study was to characterize the dynamics of CVC in citrus orchards and
quantify the spread risk associated with propagating material in the Reconcavo.
Two orchards of Pera sweet orange grafted on Rangpur Lime were selected. The
percentage of symptomatic branches, the percentage of infected branches
(Asymptomatic + Symptomatic), and the number of new shoots. The greatest
expression of symptoms occurred from May to October, which coincided with the
largest number of shoots. There was no increasing trend in the incidence of
infected branches, which had three-month cycles throughout the year. These
cycles may be related to the climatic conditions of the region. There was inoculum
and host biomass availability throughout the year. To determine the spatial
dynamics of CVC, the plants in the selected areas were visually evaluated and
mapped every month. The spatial pattern was determined by calculating the
dispersion index (DI) and applying the modified Taylor's law. The DI for most
evaluations showed values higher than 1 (X? P<0,05), indicating a spatial
dependency between plants within quadrats. Similar results were observed when
Taylor’'s law was applied for all quadrats sizes. CVC spatial pattern showed no
significant differences between the evaluated areas, indicating in both cases a
tendency to aggregation. These results do not differ from the patterns observed for
the same disease in other regions of Brazil. To assess the risk of dispersion
associated with propagation material, a total of 190 samples of different varieties

were collected in the germplasm bank of Embrapa Cassava and Fruits and



analyzed by gPCR. All samples were negative for the presence of the CVC
pathogen.

Keywords: Epidemiology, Xylella fastidiosa subsp. pauca, spread.



INTRODUCAO

A citricultura brasileira se destaca pela promocdo de crescimento
econdmico e social do Pais. Geradora de importantes divisas para o pais, prové
sustento para cerca de 5 milhdes de familias brasileiras através de empregos
diretos e indiretos. Sua poténcia da producdo deve-se ao mercado de exportacao
de suco de laranja doce, principal produto agroindustrial da citricultura brasileira
(NEVES et al., 2010).

A producdo da cadeia citricola esta distribuida por varios estados do
Brasil. Apesar da notoria concentracdo no estado de Sao Paulo que detém 85%
da producdo, a Bahia é o segundo maior estado produtor do pais, com safra
obtida em 2013 de 994.817 t, em uma éarea cultivada de 62.303 hectares (IBGE,
2014). A produtividade dos frutos citricos estd presente quase em todas as
regibes do Estado, porém mais de 90% da produc¢do concentra-se no Litoral Norte
e Recbdncavo Sul. Essa producéo é responsavel pelo abastecimento do mercado
de frutas in natura do Nordeste (BARBOSA et al., 2014; GIRARDI et al., 2015).

A citricultura no Brasil enfrenta diversos problemas de ordem fitossanitaria
como a Clorose Variegada dos Citros (CVC), causada pela bactéria Xylella
fastidiosa subp. pauca, veiculada por insetos vetores ou por propagacdo de
mudas contaminadas. A doenca foi identificada na Bahia em 1997 na regido do
Litoral Norte (SANTOS FILHO et al., 1997), e em 2009 na regido sul do
Reconcavo da Bahia (SANTOS FILHO et al., 2010). A CVC limita a producéo e a
comercializacdo das frutas, causando um prejuizo ainda nao totalmente
guantificado para a citricultura baiana.

A recente disseminacdo da CVC nos pomares baianos requer a atencéo do
governo do Estado, para o esclarecimento e difusdo das estratégias de manejo da
praga ao citricultor. Muitos produtores ainda desconhecem sobre a sintomatologia
da doenca, e a falta de adocdo de medidas de manejo integrado pelo mesmo
contribuiu para a expansao da doenca na regido (OLIVEIRA et al., 2014a). Essas
medidas de manejo sdo necessarias para contencdo da doenca nas areas de
ocorréncia, e para a preservacao das outras regides produtoras indenes. Outro
fator relevante para inibir a disseminacdo da CVC € a qualidade sanitaria das
mudas citricas. O sistema de producdo de mudas a céu aberto, praticada por



muitos viveiristas e produtores, favorece grandemente a disseminacéo da doenca
transmitida por insetos vetores (GIRARDI et al., 2015).

Poucas informacdes existem sobre a epidemiologia da doenca na Bahia
além da auséncia de uma estratégia de manejo adaptada as condicbes da
citricultura local. Laranjeira et al. (2008), em estudo de incidéncia e prevaléncia no
Litoral Norte da Bahia revelaram aspectos importantes como a presenca e
disseminacdo da CVC foi relacionada ao manejo inadequado de viveiros, uso
massivo de variedade copa suscetivel e auséncia de medidas especificas de
controle da doenca.

Dentro deste contexto o objetivo desse trabalho foi estudar o progresso da
Clorose Variegada dos Citros no tempo, caracterizar a dinamica espacial, visando
determinar as diferencas no padrdo de disseminacdo da doenca e quantificar o
risco de dispersdo associado a material de propagacdo do Recdoncavo Baiano.

O capitulo 1 apresenta a revisao bibliografica sobre os aspectos gerais da
Clorose Variegada dos Citros (CVC), aspectos temporais e espaciais, métodos
diagndsticos de Xylella fastidiosa e suas implicacdes em estudos epidemioldgicos,
e producdo e qualidade fitossanitaria das mudas citricas.

O capitulo 2 apresenta dindmica espacial da Clorose Variegada dos Citros
em duas areas comerciais do municipio de Governador Mangabeira. As
avaliacdes foram realizadas mensalmente através dos sintomas visuais, por meio
da analise do indice de dispersao (ID) e aplicacdo da lei de Taylor modificada. O
padrao espacial das plantas afetadas apresentou uma tendéncia a agregacao em
ambas as éareas.

O capitulo 3 apresenta dinAmica temporal da Clorose Variegada dos Citros
em duas areas do municipio de Governador Mangabeira. As avaliacbes foram
realizadas mensalmente em cinco plantas marcadas. Determinaram-se a
percentagem de ramos sintomaticos, ramos infectados (sintomaticos +
assintomaticos), e niumero de brotac6es novas. A analise temporal demonstrou
disponibilidade de indculo e de biomassa hospedeira ao longo de todo o ano.

O capitulo 4 apresenta o risco de dispersdo associado ao material de
propagacédo. O levantamento foi realizado no Banco de plantas matrizes de Citros
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em 190 amostras de variedades diferentes.
Todas as amostras apresentaram resultado negativo para a presenca do

patogeno da CVC.



CAPITULO 1

Aspectos Gerais da Clorose Variegada dos Citros (CVC)
e evolucéo dos métodos de deteccdo da bactéria Xylella

fastidiosa subsp. pauca




1. Aspectos Gerais da Clorose Variegada dos Citros (CVC)

1.1. Sintomas

A CVC é uma doenca caracterizada pela colonizagdo da X. fastidiosa
subsp. pauca nos vasos do xilema e a obstrucdo parcial ou total a passagem da
agua. Os sintomas mais caracteristicos se manifestam nas folhas maduras, se
estendendo para os ramos e frutos (Figura 1A). Inicialmente ocorrem pequenas
manchas internervais amarelas na face superior da folna com pontuacfes pardas
visiveis em ambos os lados do limbo foliar (Figuras 1 B,C) (LARANJEIRA et al.,
2005; ROSSETTI e DE NEGRI, 2011). A essas cloroses correspondem, na face
inferior, pequenas bolhas de goma cor de palha, formando areas necrosadas que
se estendem até a borda do limbo foliar. As folhas apresentam ainda sintomas de
deficiéncia nutricionais, sobretudo de zinco, boro e caréncia de potassio. Tais
sintomas podem aparecer apenas em um ramo ou em toda planta, levando a uma
reducdo das brotacdes, acarretando em um menor desenvolvimento das plantas
afetadas (LARANJEIRA et al., 2005; SANTOS FILHO et al., 2010; ROSSETTI e
DE NEGRI, 2011).

Em estagios iniciais da CVC, observam-se poucos ramos afetados, mas
em estagio avancado toda planta apresenta um aspecto de debilidade geral,
denotado por coloracdo amarelada. Em plantas muito afetadas notam-se galhos
salientes na parte superior da copa e desfolha nos galhos ponteiros (ROSSETTI e
DE NEGRI, 2011). Segundo Laranjeira (1997), os ramos afetados comumente
podem apresentar aspecto “envassourado” (Figura 1D), e as gemas tendem a
brotar com frequéncia e vigor maiores que os observados nos aparentemente
sadios. Essas brota¢gdes formam novos ramos doentes, debilitando mais a planta.
Machado et al. (1994), observaram que as folhas de plantas afetadas pela CVC
apresentam sintomas de deficiéncia hidrica. Sugeriu que, essa deficiéncia hidrica
era associada a diminuicdo na fotossintese e estava possivelmente relacionada a
baixos valores de condutividade dos estébmatos. No entanto verificaram que a
atividade do estdmato ndo foi afetada, concluindo que os sintomas de déficit
hidrico sdo causados pelo aumento na resisténcia ao fluxo de agua nos vasos do
xilema.

Estudos desenvolvidos por Malavolta et al. (1990) ressaltaram que o0s

frutos em ramos isolados e apicais eram pequenos e endurecidos, intensamente



amarelados, com lesdes pardas e imprestaveis para o comércio. Os sintomas nos
frutos surgem apos o aparecimento dos sintomas foliares e em ramos ja afetados
(LARANJEIRA, 1997). Inicialmente o desenvolvimento dos frutos de ramos
sintomaticos possui a mesma taxa de crescimento dos frutos de ramos
assintomaticos, porém a taxa para os frutos afetados diminui. Tipicamente o
crescimento do fruto € interrompido, que se torna duro e pequeno, adquirindo uma
coloracao tipica de fruto maduro (Figura 1E) (PALAZZO et al., 1991). Laranjeira
et al. (1999) sugerem que as alteracdes nas caracteristicas internas dos frutos
sdo tipicas de situacdes de déficit hidrico e ndo da atuacao direta do metabolismo
da planta, pois podem ser observadas em plantas sadias como relatados na

literatura.

Figura — 1. Frutos afetados em planta severamente afetada (A); sintomas foliares de
CVC na face superior (B) e inferior (C) de laranja Péra; envassouramento em planta
afetada (D); fruto afetado (E). Fonte. Silva, 1.P., 2015.



1.2. Etiologia

Apo6s o surgimento da Clorose Variegada dos Citros, na segunda metade
da década de 80 nos pomares dos Estados de Sédo Paulo e Minas Gerais, varias
pesquisas cientificas foram realizadas sobre a causa da CVC. Em alguns casos a
planta apresentava sintomas semelhantes da doenga do “greening”, doenga até
entdo ndo existente no Brasil, e causada por organismo fastidioso limitado ao
floema (ROSSETTI et al., 1990). Dentro desse aspecto amostras de folhas com
sintomas foram enviadas a laboratorios franceses, e os resultados foram
negativos para aquela doenca. No entanto constatou-se a presenca de uma
bactéria semelhante a Xylella nos vasos xilematicos de plantas com CVC.

Segundo Rossetti e De Negri (2011), trés hipéteses foram aventadas:

i) suspeitava-se tratar de um desequilibrio nutricional como causa da CVC
baseado em certas caracteristicas da doenca.

i) ocorréncia da bactéria semelhante a Xylella, patbgeno da videira,
ameixeira e pessegueiro.

iii) outros agentes patogénicos, como virus virdides ou micoplasma.

Até entdo a causa da clorose variegada dos citros ndo havia sido
determinada. No Brasil Leite JR. e Leite (1991), foram os primeiros a isolar a
bactéria Xylella e cultivar in vitro. Por fim, a bactéria Xylella fastidiosa foi
determinada como o agente causal etiologico da CVC, apds se cumprir os
postulados de Koch (CHANG et al., 1993). Estes resultados foram confirmados
mais tarde por outros métodos de deteccdo como ELISA, DIBA e Western blot,
sendo estes, considerados os testes imunoenzimaticos mais usados (LEE et al.,
1992; BERETTA et al.,, 1992). Os testes moleculares foram iniciados por
Minsavage et al. (1994), que mediante a técnica de PCR com ‘primers’
especificos para X. fastidiosa detectavam a bactéria como agente causal da CVC.

A bactéria X.fastidiosa se encontra limitada aos vasos do xilema, s&o
filamentosas, gram-negativa, células em forma de bastonetes, medindo entre 1 e
4 um de comprimento por 0,25 a 0,50 um de diametro, e apresentam uma parede
crenulada. Além disso, existem outras caracteristicas importantes como néao

apresentar flagelos, serem nutricionalmente fastidiosas, aerdbica estritas, lento



crescimento em meio de cultura com uma temperatura 6tima ao redor de 26 — 28
C, 6timo pH 6,5 — 6,9 (WEELS et al., 1987). Essa bactéria se distingue por seus
mecanismos de patogenicidade, sua eficiente capacidade de adesdo e
colonizacdo do xilema das plantas culminado a formacdo do biofilme. Ou seja,
durante o seu crescimento agregam-se umas as outras e as paredes dos vasos,
por meio de proteinas e polissacarideos extracelulares produzidos e secretados
por elas mesmas, e se multiplicam formando colbnias de biofilme. Quando
suficientemente grandes, ocluem completamente os vasos do xilema, bloqueando
assim o transporte de agua e seiva da raiz para a parte aérea das plantas (Figura
2) (CHATTERJEE et al., 2008).

Existem vérias estirpes da bactéria Xylella fastidiosa com uma variedade
de hospedeiros causando doencas em plantas economicamente importantes. A
doenca de Pierce (PD) em videiras, requeima do cafeeiro, escaldadura da folha
da ameixeira e complexo do declinio rdpido da oliveira, entre outras plantas
cultivadas. A sintomatologia é caracterizada principalmente pela queima do bordo
do limbo foliar com seca total ou parcial da planta afetada e reducao de porte da
copa. Em citros as plantas com CVC nao apresentam secamento total da copa ou
morte da planta afetada, sendo relatados como principais sintomas a clorose das
folhnas e o amadurecimento dos frutos precocemente (QUEIROZ-VOLTAN et al.,
2005; CENTRO DE CITRICULTURA. 2014).

Estresse hidrico
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Figura 2. — Planta com CVC (A) e a colonizacdo da bactéria no xilema (B); esquema
bloqueando a agua e os nutrientes da raiz para a parte aérea da planta (C) (Souza et al.,
2012, com adaptacoes).



1.3. Controle

Na década de 80 varias medidas de controle foram sugeridas por
acreditar-se ser um problema nutricional. Entretanto, apds a deteccdo e
confirmacédo da bactéria Xylella fastidiosa como agente causal da CVC novas
medidas de controle foram propostas (ROSSETTI et al., 1990; CHANG et al.,
1993; LEE et al.,, 1993). Segundo Santos Filho et al. (2010), as medidas de
controle devem ser tomadas em conjunto para impedir a disseminacdo do
patégeno, pois de maneiras isoladas ndo séo eficientes. Na atual conjuntura é
fundamental obter mudas isentas de CVC, pois porta-enxertos contaminados
transmitem a doenca ao enxerto sadio. E importante a utilizagdo de borbulhas
sadias produzidas em telados antiafidicas e enxertadas em mudas também
produzidas em viveiros cobertos.

A eliminagdo de ramos com sintomas constitui uma eficiente redugéo do
in6culo no pomar afetado. Em pomares novos cujas plantas estdo entre 0 e 2
anos de idade, sugere-se a erradicacdo da planta, uma vez que a bactéria esta
distribuida por toda planta, devido a seu pequeno porte e em plantas adultas
severamente atacadas. Em plantas mais velhas recomenda-se efetuar a imediata
poda dos ramos, cerca de 30 cm abaixo das folhas sintoméaticas. A medida torna-
se mais efetiva quando o pomar esta sobre controle para a deteccdo dos focos
iniciais. Porém, a poda dos ramos em plantas adultas com sintomas severos em
folhas e frutos é inviavel, devendo ser erradicadas (CARVALHO et al., 1996;
SANTOS FILHO et al., 2010, COLETTA-FILHO e DE SOUZA. 2014).

A inspecéo por amostragem dos sintomas da CVC e o controle quimico das
cigarrinhas é uma das formas de prevencdo. Segundo Donadio e Moreira (1997),
a inspecao de cigarrinhas deve ser iniciada no momento do plantio de mudas
adquiridas em viveiros com garantias de prevencao de cigarrinhas e CVC. De
acordo com Yamamoto et al. (2001), o controle quimico das cigarrinhas vetoras
de X. fastidiosa tem sido realizada de forma mais sistematica em plantas novas,
devido ao fato destas serem mais vulneraveis ao atague da CVC. Yamamoto et
al. (2002), realizaram um estudo com objetivo de avaliar os inseticidas, doses e
métodos de aplicacdo no controle de Oncometopia facialis, (Hemiptera:
Cicadellidae), vetores da bactéria Xylella fastidiosa. Os inseticidas foram testados

no solo, no tronco e em pulverizacédo. Os resultados indicaram que 0s inseticidas



testados controlam O. facialis, podendo ser usadas para o manejo dos vetores e
que os tratamentos com método de aplicagdo pulverizado demonstram melhor
efeito inicial que via solo e tronco.

Muitos métodos de controle estdo sendo estudados. Nas pesquisas
realizadas pelo Centro de Citricultura Sylvio Moreira (2012), buscam-se
estratégias de manejo da doenca baseadas na reducdo de colonizacdo da
bactéria na planta. Utilizando agentes mucoliticos que sdo analogos do
aminoécido cisteina, denominado N-acetil cisteina (NAC), e tem a capacidade de
reduzir a formacao de biofiimes. O experimento foi conduzido em plantas de
laranja Pera com altos niveis de populacdo bacteriana e sintomas da doenca, as
quais receberam doses semanais de NAC. Observaram o efeito direto de inibicdo
sobre o crescimento de Xylella fastidiosa subsp. pauca sem matar toda a
populacdo. Concluiram que estes analogos demonstraram ter um alto potencial
para a agricultura, no entanto necessita buscar a melhor formulacdo para
aplicacao do composto, possivelmente através de nanoparticulas (MURANAKA et
al., 2013).

Além da observancia destas medidas, tornam-se indispensaveis manter os
tratos culturais exigidos pelo pomar. As medidas preventivas estabelecidas em
portarias e decretos visam evitar a propagacdao da doenca para areas ainda

indenes.

1.4. Epidemiologia da CVC

1.4.1. Transmissao

A bactéria Xyllela fastidiosa € transmitida por cigarrinhas das familias
Cicadellidae e Cercopidae. A familia Cicadellidae é um grupo numeroso e
diversificado de géneros e espécies que estdo agrupados em subfamilias
distintas. Dentro da familia Cicadellidae apenas a subfamilia Cicadellinae foi
identificada em citros como espécies vetoras de X.fastidiosa (GRAVENA et al.,
1997; NUNES et al., 2004). A disseminagao natural da CVC nos pomares ocorre
pela agédo dos insetos vetores que se alimentam no xilema de mudas ou arvores

citricas infectadas (MIRANDA et al., 2008). A familia Cercopidae é conhecida
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como vetora de outras estirpes da bactéria em outras culturas, como videira,
ameixeira, cafeeiro e pessegueiro (LOPES et al., 1996).

Segundo Gravena et al. (1997), essas cigarrinhas possuem adaptacfes
morfofisioldgicas para a alimentacdo no xilema, caracteristica esta aparentemente
relacionado com o sucesso na transmissao da bactéria por esses insetos. As
cigarrinhas transmitem a bactéria principalmente na fase adulta, pois uma vez
adquirindo a bactéria estes permanecem infectivos por tempo indeterminado. As
ninfas perdem a capacidade de transmissdo apoOs ecdises, pois as células
bacterianas estdo aderidas ao revestimento cuticular em varias partes do tubo
digestivo anterior (estomodéu) dos vetores, incluindo o cibario (ou camara de
succao), o pré—cibario e a abertura do eséfago (MARIANO et al., 2007;
COLETTA-FILHO E DE SOUZA. 2014).

Segundo Donadio et al. (1997), algumas dessas cigarrinhas vivem em
plantas citricas, outras tanto em plantas de citros como na vegetacdo espontanea
de pomares e algumas se alimentam exclusivamente em plantas invasoras, sendo
ocasionalmente vistas nas plantas citricas. Para citros foram identificadas 12
espécies de cigarrinhas como transmissoras da bactéria X. fastidiosa. As
espécies Dilobopterus costalimai, Oncometopia fascialis e Acrogonia citrina séo
as mais representativas e quando presentes no pomar vivem predominantemente
sobre as plantas citricas, se alimentando preferencialmente em brotacdes novas.
A Bucephalogonia xanthophis é mais encontrada em mudas. Plesiommata
corniculata, Macugonalia leucomelas, Ferrariana trivittata e Sonesimia grossa
preferem gramineas para se estabelecerem e raramente sdo encontradas na
laranjeira. Acrogonia virescens, Homalodisca ignorata, Parathona gratiosa e a
Fingeriana dubia vivem principalmente nas plantas citricas (YAMAMOTO et al.,
2007).

Miranda et al. (2009), apés realizarem um levantamento populacional de
cigarrinhas vetoras de xylella fastidiosa em pomares citricos do litoral norte da
Bahia, relataram que 90,2% das espécimes pertenciam a familia Cicadellidae.
Entre as espécies encontradas a Acrogonia flagellata Young, A. citrina Marucci e
Cavichioli, Homalodisca spottii Takiya, Cavichioli e McKamey foram dominantes
na copa das plantas citricas, enquanto que Hortensia similis (Walker) e
Erythrogonia dubia (Medler) foram dominantes na vegetacdo rasteira. Entre as

espécies potencialmente vetoras de Xylella fastidiosa em citros foram observadas
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apenas A. citrina, Bucephalogonia xanthophis (Berg) e Ferrariana trivittata
(Signoret).

A distribuicdo de cigarrinhas nos pomares da regidao do Recéncavo Baiano
foi catalogada por Oliveira et al. (2014b), os autores identificaram a presenca de
Acrogonia citrina, Oncometopia clarior, Macugonalia leucomelas, Macugonalia
cavifrons, Diedrocephala variegata, Homalodisca spottii, Tapajosa fulvopunctata,
Hortensia similis, e Gypona sp em cinco municipios avaliados. Dentre estas a
Macugonalia leucomelas e Acrogonia citrina possuem eficiéncia na transmissao
da bactéria Xylella fastidiosa para CVC.

Estudo realizado no noroeste do Parana avaliou a abundancia de
cigarrinhas vetoras de X. fastidiosa em laranja-doce (Citrus sinensis). Os autores
relataram a ocorréncia de nove espécies de cicadelineos, sendo seis
potencialmente vetoras da X. fastidiosa. As espécies Dilobopterus costalimai e
Acrogonia citrina foram consideradas de maior incidéncia. Essas espécies eram
constantes durante o periodo de levantamento e a variedade Péra apresentou o
maior numero de espécies vetoras capturadas (MOLINA et al., 2006; NUNES et
al., 2007).

A bactéria X.fastidiosa pode se disseminar ainda por enxertia de borbulhas
infectadas ou por garfagem de ramos infectados. Nunes et al. (2004), ao
avaliarem a transmissao de X.fastidiosa para mudas de citros em laranja Pera
através da encostia de plantas-inéculo, relataram a transmisséo da bactéria para
52% das plantas, 25% apresentaram sintomas de CVC. Ja a transmissao
mecanica da bactéria através de instrumentos cortantes néo foi constatada ainda
(LARANJEIRA et al., 2000; SCHERER et al., 2000).

Outra possibilidade de transmissdo estudada é através de sementes.
Segundo Li et al. (2003), a bactéria esta presente em sementes de frutos de
laranja doce com sintomas de CVC e pode passar para as plantulas originarias
dessas sementes. No entanto, apdés um estudo de sete anos foi descoberto por
Coletta-Filho et al. (2014), que a bactéria X.fastidiosa ndo pode ser transmitida
através de sementes de mudas, demonstrando que a troca de sementes é
altamente viavel.

De acordo com Santos Filho et al. (2010), a principal forma de
disseminagéo a distancia € a comercializagdo de mudas infectadas, os sintomas

aparecem apos pelo menos seis meses da infeccdo primaria. Por isso €
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importante que se obtenha material de propagacéo sadio e se produzam mudas
em ambiente protegido.

1.4.2. Plantas hospedeiras

A bactéria Xylella fastidiosa possui ampla gama de hospedeiros. Género
Citrus pertencente a familia Rutacea € o mais afetado, pois as laranjas doces,
tangerinas, tangores e tangelos podem apresentar os sintomas. Para 0os demais
géneros da familia relacionadas a citrus, como Fortunela, Poncirus, até o
momento ndo foram observados sintomas e nem detectada a bactéria em seu
xilema (LARANJEIRA et al., 2005).

Segundo Laranjeira e Pompeu Junior (2002), as laranjas doces (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) sdo as mais suscetiveis a Xylella fastidiosa causadora da
CVC, havendo apenas variacdo em relacdo a suscetibilidade. Existem relatos da
ocorréncia de sintomas foliares de CVC em condi¢cdes de campo nas tangerinas e
seus hibridos como tangores ou tangelos, em uma intensidade menor que as
laranjas doces, porém foram constatadas apenas em variedades ndo comerciais
(LARANJEIRA et al., 2005).

Laranjeira e Pompeu Junior (2002), avaliaram o desenvolvimento de
sintomas e a producéo de quinze cultivares de laranja-doce. Tais cultivares foram
plantados dentro de uma area com alta incidéncia de CVC. Os autores
constataram que nas variedades avaliadas havia distincdo quanto a
suscetibilidade e caracterizaram em trés grupos como altamente suscetiveis:
Bardo, Péra, Lima, Rubi, Cadenera 17 e 51, Berna e Valéncia; suscetiveis:
Gardner, Pineapple, Sunstar, Folha Murcha e Baianinha, e moderadamente
suscetiveis: Lue Gim Gong, e Westin.

Além das espécies frutiferas a bactéria Xylella fastidiosa afeta plantas
ornamentais como hibisco, e plantas daninhas como o Capim- arroz (Echinochloa
crus-galli) e o Capim-braquiaria (Brachiaria decumbens) (COLETTA-FILHO E DE
SOUZA, 2014). Apesar de causar doencas em diversos hospedeiros e ser
classificada como uma Unica espécie, estudos genéticos suportam varios taxons
para essa bactéria. Shaad et al. (2004), estudando as cepas da bactéria X.
fastidiosa, isoladas de diferentes hospedeiros, determinaram o relacionamento

taxondmico entre elas. As cepas de uva cultivada, alfafa, améndoa (dois), e de
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bordo foi denominada de X. fastidiosa subsp. fastidiosa; cepas de péssego, elmo,
ameixa, uva pombo, sicobmoro, e améndoa (um) como X.fatidiosa

subsp. multiplex, e as cepas de citros como X. fastidiosa subsp. pauca.

1.4.3. Aspectos temporais e espaciais

O estudo epidemiolégico analisa os efeitos e a relevancia de variaveis
guantitativas medidas nos patossistemas (BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996).
Segundo Davis e Brown (1996), a analise do padrao espacial da doenca pode
fornecer informacdes sobre a dispersdo da doenca, do patégeno e, também sobre
seu mecanismo de sobrevivéncia. O padrdo espacial da doenca € influenciado
pela quantidade de in6culo e a presenca do hospedeiro.

Dentro desses aspectos a representacdo da epidemia € realizada através
da curva de progresso da doenca, expressa pela plotagem da proporcdo de
doengca versus tempo, permitindo caracterizar interacdes entre patdgeno,
hospedeiro e ambiente. (BERGAMIN FILHO e AMORIM,1996). Palazzo (1993),
fez o primeiro relato do progresso e severidade da CVC. A taxa de infeccéo foi
aferida em funcdo do tempo, quantificando os frutos sintomaticos e
assintomaticos e os sintomas foliares. A autora notou que o desenvolvimento dos
frutos é afetado pela CVC a partir de fevereiro, acentuando-se até o fim da
colheita.

Ao caracterizar a dinamica espacial e temporal da CVC, mapeando
bimestralmente areas de laranja-doce cultivares Pera, Hamlin e Natal, Laranjeira
et al. (1997) relataram aspectos importantes na disseminagdo da doenga. Os
autores observaram diferencas nas taxas de progresso da doenca entre as
estacdes do ano, identificando primavera e verdo superiores ao outono e ao
inverno. As analises aplicadas indicaram auséncia de influéncia de passagem de
maquinas e da direcdo dos ventos predominantes na disseminacdo da doenca,
nas areas avaliadas.

Através da geoestatistica Roberto et al. (2002), analisaram a dinamica
espacial da CVC em um pomar comercial de laranja (Citrus sinensis) ‘Valéncia’ de
cinco anos de idade, na regido norte do Estado de S&o Paulo. Inicialmente a
distribuicdo espacial das plantas doentes foi aleatoria, posteriormente a doenca

apresentou padrao agregado formando reboleiras de 10 a 14 m. A distribuicdo da
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doenca ajustou-se a um modelo esférico gerando mapas de krigagem, onde foi
observado que a incidéncia da CVC aumentou em periodos nos quais as plantas
se encontravam em desenvolvimento vegetativo, coincidindo com maior
ocorréncia esperada de insetos vetores da bactéria no campo.

Em concordancia com esse trabalho Laranjeira et al. (2004) reportaram o
arranjo espacial das plantas afetadas, avaliando quinzenalmente, em trés talhGes
de laranja-doce. Métodos espaciais como sequéncias ordinarias foram aplicados,
observaram uma tendéncia a aleatoriedade na maioria das avaliacdes, indicando
baixa transmissdo a plantas imediatamente vizinhas. Para os métodos Lei de
Taylor modificada, indice de disperséo, analise de dindmica e estrutura de focos
foram observados pouca diferenca no padrao espacial da doenca, considerado
levemente agregado, entre as regides.

Laranjeira et al. (2003b) buscaram caracterizar a dindmica temporal da
CVC em talhdes de trés areas (Noroeste, Centro e Sul) de S&o Paulo, por um
periodo de dois anos, em avaliacfes quinzenais, observaram que as curvas de
progresso da CVC para todas as areas apresentaram padrdo incomum para
doencas de causa bidtica. Além disso, ressaltou que a velocidade da doenca e
aceleracdo do aparecimento de novas plantas doentes ocorria nos meses de
primavera e verao.

Para Nunes et al. (2006), ao desenvolverem uma andlise temporal da CVC
e do seu agente etioldgico, com o uso da reacao da polimerase em cadeia (PCR),
apontou o modelo logistico como o que melhor se ajustou para descrever o
comportamento da doenga no tempo, para todas as variedades estudadas.

Muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos quanto a epidemiologia da
CVC, (PALAZZO e CARVALHO 1992; LARANJEIRA et al, 1997; LARANJEIRA et
al., 2003a,b, 2004; NUNES et al, 2006 e 2007), buscando a melhor
representacdo da epidemia, estudando a interacdo entre o patdgeno e o
hospedeiro afim de estabelecer estratégias de controle e prever os niveis futuros
de doenca (BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996).

Laranjeira et al. (2008), fizeram o primeiro relato na Bahia sobre a
prevaléncia, incidéncia e distribuicdo da CVC, através da diagnose visual de
sintomas em frutos e folhas, determinando a propor¢cao entre plantas afetadas e
plantas avaliadas. Os autores demonstraram aspectos importantes como a

agregacdo espacial da CVC em trés municipios da regido do litoral norte.
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Concluiram que a presenca e disseminagao da CVC estaria relacionada a fatores
como manejo inadequado de viveiros, uso massivo de variedade copa suscetivel,
concentracdo de pomares de laranja doce em municipios de alta incidéncia e

auséncia de medidas especificas de controle da doenca.

1.5. Métodos diagnoésticos de Xylella fastidiosa e suas implicagbes em

estudos epidemiolégicos

Os métodos de diagnésticos de doencas sdo um dos principais requisitos
para o0 sucesso das estratégias de controle de doencas, nos estudos de
transmissao da doenca e na relacdo patdgeno-planta. Um dos primeiros relatos
de diagnose da Xylella fastidiosa da CVC foi através da microscopia eletrénica de
transmissdo (ROSSETTI et al, 1990). A técnica de microscopia de
imunofluorescéncia foi utilizada nos estudos de comparacédo da bactéria da CVC
com doenca semelhante em citros na Argentina causada pelo mesmo patégeno
denominada “pecosita” (BRLANSKY et al., 1993).

O diagnéstico por isolamento em meio de cultura como o PW contém
substancias que estimulam o crescimento de qualquer estirpe de Xylella
fastidiosa. Além desse meio pode ser observado o crescimento nos meios de
cultura sélido de BCYE, GYE e PYE. Sao meios complexos que incluem peptona,
triptona, soytone, e extracto de levedura a partir de varias fontes, além de cloreto
de hemina ou pirofosfato férrico como uma fonte de ferro, aminoacidos, sais
inorganicos, citrato e succinato, o amido, a albumina de soro bovino, ou carvao
activado (CAMPANHARO et al., 2003). O crescimento € observado ao redor de
10 a 20 dias, quando isoladas a partir de folhas ou ramos sintomaticos. Assim, a
caracteristica fastidiosa da bactéria dificulta o isolamento em meio de cultura
como método de diagnose (COLETTA FILHO E DE SOUZA, 2014).

Os testes imunoenziméaticos utilizados na detecgdo da CVC como DIBA
(“dot immubinding assay”), ELISA (“enzyme linked immunosorbent assay”) e o
“Western-blot” tem sido amplamente utilizados por serem de baixo custo e de facil
execucao. Nesses testes sdo utilizados anticorpos especificos para X. fastidiosa
subsp. pauca (COLETTA FILHO e DE SOUZA, 2014). Os testes DIBA e ELISA

permitem a realizacdo de um grande numero de amostras, no entanto muitas
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vezes apresentam reacoes inespecificas e com sensibilidade de expresséo de, no
minimo, 10* células/mL (MINSAVAGE et al.,1994).

A técnica de PCR é um método sensivel e rapido para deteccdo de
patdgenos, pois permite amplificar sequéncias especificas in vitro do DNA alvo. E
empregada utilizando oligonucleotideos (primers) que irdo reconhecer sequéncias
especificas no DNA de determinado patégeno. A técnica consiste de ciclos
repetitivos, divididos em desnaturacdo do DNA, por rompimento das pontes de
hidrogénio, anelamento dos primers, e extensdo das sequéncias a ser amplificada
no sentido 5’ — 3’ respectivamente. Posteriormente utiliza-se a eletroforese em gel
de agarose para deteccdo do DNA amplificado com um corante,
brometo de etidio, capaz de intercalar no DNA e fluorescer sob exposicdo a luz
ultra-violeta (LIMA. 2008; NASCIMENTO et al., 2010).

Para diagnose via PCR Minsavage et al. (1994), descreveram (primers)
especificos para estirpes de X.fastidiosa conhecidos como RST31 e RST33, que
amplificam um fragmento de 700 pares de base (pb). Pooler e Hartung (1995),
desenvolveram pares de iniciadores de PCR que podem ser utilizados para
detectar qualquer subespécie de X.fastidiosa, e X. fastidiosa que causa a CVC.
Foram identificadas regifes especificas do genoma da X. fastidiosa da CVC que
por alteracdo de alguns nucleotideos, podem ser distinguidas da estirpe de X.
fastidiosa do Mal de Pierce. Beretta et al. (1997) pesquisaram varias estirpes de
X. fastidiosa em citros, e desenvolveram primers especificos designadas CVC 1 e
CVC 2. Esses iniciadores amplificam um fragmento de 270 pb nos isolados de X.
fastidiosa causadores da CVC e da escaldadura da folha do cafeeiro.

A técnica PCR em tempo real (QPCR) possibilita a quantificacdo em tempo
real do DNA amplificado, em cada ciclo de amplificacdo. O qPCR néo requer
manipulagdo da amostra de pos-PCR, ao contrario dos outros métodos. A técnica
€ caracterizada pela fase de crescimento exponencial, fase de crescimento linear
e fase estacionéaria. O ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar
da fase exponencial é denominado Cycle Threshold (Ct). O Ct permite a
quantificacdo relativa do DNA de cada uma das amostras. Dessa forma o Ct
corresponde a quantidade inicial de expressao do gene-alvo em uma determinada
amostra. Para analise in vitro dos produtos da amplificacdo sdo utilizados

compostos fluorescentes, divididos em dois grupos que sao 0s corantes
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intercalantes como o SYBR Green ou sondas de sequéncia especifica como a
Tagman (HEID et al.,1996; MACKAY et al.,2007; NASCIMENTO et al., 2010).

A Tagman destina-se a deteccdo de sequéncias especificas nos
fragmentos de DNA amplificados na PCR. Para tanto sdo utilizados dois primers
especificos de uma determinada sequéncia de DNA e uma sonda Tagman
homologa a regido do fragmento de DNA entre os primers. A sonda tagman é um
método especifico para determinar a presenca e auséncia de sequéncias
especificas (MACKAY et al.,2007).

Durante a qPCR a sonda Tagman hibridiza na regido-alvo que deve ser
amplificada na fita 5"- 3" pelo prime sense. A sonda possui um fluoréforo ligado na
extremidade 5 denominado repodrter (R), responsavel pela emissdo da
fluorescéncia, e um composto localizado no terminal 3° denominado quencher (Q)
que impede a emissao da fluorescéncia do reporter. No processo de amplificacédo
a sonda é degradada devido a atividade da exonuclease realizada pela DNA
polimerase, separando a molécula quencher do repodrter durante a extensao,
resultando em um aumento da intensidade da fluorescéncia. A emisséo da luz é
aumentada de forma exponencial, que ocorre apenas quando a sonda hibridiza e
quando a amplificacdo da sequéncia alvo é estabelecida (HEID et al.,1996;
NOVAIS et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2010).

Através do gPCR em tempo real Oliveira et al. (2002), quantificaram e
analisaram a distribuicdo temporal e espacial de X.fastidiosa nos vasos do xilema
de folhas de citros. Os resultados indicaram que a populacdo bacteriana aumenta
de acordo com a idade das folhas e esta distribuida do peciolo a nervura central
superior. Francis et al. (2006), desenvolveram iniciadores para deteccdo e
quantificacdo especifica de X.fastidiosa utilizando o sistema TagMan. Primers
HL5 e HL6 foram projetados para amplificar uma regido Unica comum aos
genomas sequenciados de quatro estirpes de Xylella fastidiosa.

Dentro desse contexto, percebe-se que no estudo da epidemiologia sdo
necessarios desenvolvimento de técnicas confiaveis na deteccdo de patdgenos
com resultados precisos. Atualmente a PCR constitui o principal método de

diagndstico para a deteccao da Xylella fastidiosa.
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1.6. Producéo e qualidade fitossanitaria das mudas citricas

A producédo de mudas de citros no Estado da Bahia esta distribuida entre o
Litoral Norte e o Agreste de Alagoinhas. Essas regides chegam a produzir
anualmente cerca de 700 mil a 100 mil mudas, respectivamente, a céu aberto por
viveiristas familiares. Na regido do Recdncavo Baiano a producdo de mudas é
praticada principalmente por viveiristas familiares a céu aberto (Figura 3). Em
2012, estimou-se uma producao de cerca de 1,2 milhdes de mudas citricas para
regido, sendo que a producéo se destina para comercializacdo na prépria regiao e
distribuicdo por todo Nordeste brasileiro (GIRARDI et al., 2015).

Em 2002, um levantamento realizado em oitenta viveiros no Estado da
Bahia constatou que nenhum viveiro era registrado, ndo havia nenhuma
assisténcia técnica governamental, e mais de 90% dos viveiristas utilizavam
plantas de origem nao certificada (PASSOS et al., 2004). Em 2012, um novo
levantamento foi realizado sobre o sistema de producdo de mudas citricas no
Reconcavo da Bahia, e ap6s dez anos observou-se, praticamente, 0 mesmo
cenario. Na auséncia de uma assisténcia técnica por parte das instituicdes
publicas para a producdo de mudas, os viveiristas coletavam borbulhas em
plantas matrizes mantidas na prépria propriedade ou a campo na regido, e nas
propriedades vizinhas. Poucos destes utilizavam borbulhas diretamente
provenientes de instituicbes de pesquisa como a Embrapa Mandioca e
Fruticultura e a Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA) (GIRARDI
et al., 2015).

Considerando a importancia socio-econémica da citricultura no Estado da
Bahia, e a necessidade de evitar a disseminacdo de doencas como a CVC e
outras — como HLB que ainda nédo esta presente no estado — para regides ainda
indenes, a Agéncia de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB) estabeleceu a
Portaria Estadual 243/2011, que dispbe sobre a producdo em viveiro telado, a
entrada, o comércio e o transito de mudas, porta-enxerto e borbulhas de plantas
citricas no Estado da Bahia. A portaria estabelece que a partir de janeiro de 2013
a producédo de porta-enxerto somente poderia acontecer em ambiente de telado; a
partir de janeiro de 2014 toda producdo de mudas citricas e borbulhas deveria ser
instalada em ambiente de telado (ADAB, 2011).
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A muda é a base da cadeia citricola para aquisicdo de plantas sadias e
produtivas. Para tanto, necessita-se utilizar mudas citricas de qualidade,
produzidas em ambiente protegido, assegurando a formac&o de pomares citricos
livre de pragas. Essa € uma realidade do maior produtor de citros no Brasil, o
Estado de Sao Paulo. As mudas sédo produzidas em ambiente de telado,
protegendo da invaséo de insetos vetores e proporcionando um controle de todo
processo produtivo. No entanto, a Bahia, segundo maior produtor de citros, ainda
nao faz parte dos Estados produtores de mudas de citros em ambientes
protegido, apesar do projeto, “Producdo de mudas citricas em ambiente
protegido” elaborado pelos técnicos da EBDA, ter sido aprovado em 2014 pelo
Governo do Estado (EBDA. 2014; REZENDE et al., 2014).

O projeto, financiado pelo governo, busca garantir a participacdo dos
agricultores familiares, que h& anos realizava o cultivo a céu aberto, organizados
em associacoes viveiristas na producédo de mudas de citros em viveiros de telado.
Visando a instalacdo de sete viveiros nas regides do Litoral Norte/Agreste Baiano
e no Recbncavo. Essa iniciativa proporcionara o desenvolvimento da citricultura
Baiana, favorecendo a permanéncia dos viveiristas familiares na atividade, e
garantindo a propagacao de material sadio e produtivo (EBDA. 2014; REZENDE
et al.,, 2014). A falta de intermediacdo entre os viveiristas e o poder publico
supramencionado, bem como o perfil dos agricultores (81% com 1° grau
incompleto para o Recbncavo Baiano), e o custo elevado para o investimento
dessa tecnologia, retardou a implantacéo desse sistema de producdo de mudas
protegidas na Bahia (GIRARDI et al., 2015).

Vale salientar que a citricultura do Nordeste conta com a distribuicdo de
mudas com garantia fitossanitaria de instituicbes de pesquisas como Embrapa
Mandioca e Fruticultura e a Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola
(EBDA). O suporte no fornecimento de mudas para o Estado proveniente do
Banco Ativo de Germoplasma de Citros (BAG) da Embrapa possui viveiros
protegidos para a manutengdo de germoplasma, plantas bésicas e borbulheiras
(REZENDE et al., 2014; GIRARDI et al., 2015). Além disso, a Embrapa busca
incentivar a diversificacdo no uso de cultivares na regiao, pois ha um uso massivo
de cultivares copa e porta-enxerto (laranja ‘Pera’ x limao ‘Cravo’). Através do
“Programa de Melhoramento genético de Citros da Embrapa”, que visa a
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obtencdo de porta-enxertos hibridos adaptados as condi¢des regionais (PASSOS
et al., 2004; PASSOS, 2007).

Figura 3 — Producdo de mudas em viveiros a céu aberto, na regido do Recdncavo

Baiano. Fonte. Silva, |.P., 2015.
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CAPITULO 2

Andlise espacial da Clorose Variegada dos Citros no Recdéncavo

Baiano

Manuscrito a ser submetido a Revista Tropical Plant Pathology
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RESUMO
SILVA, I. P. Andlise espacial da Clorose Variegada dos Citros no Recéncavo

Baiano.

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) é uma das principais doencas de citros que
ocorrem na Bahia, segundo maior produtor de frutas citricas do Brasil. O agente
causal € a bactéria Xylella fastidiosa subsp. pauca, transmitida por cigarrinhas que
se alimentam no xilema. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a dinamica
espacial da CVC no Recbncavo Sul da Bahia. Foram selecionadas duas areas de
laranja doce Péra enxertada em Limdo Cravo no municipio de Governador
Mangabeira-BA, avaliadas visualmente e mapeadas a cada més. Por meio da
analise do indice de dispersdo (ID) e aplicacdo da lei de Taylor modificada,
determinou-se o0 padrdo espacial da doenca, analisando a incidéncia de plantas
afetadas em cada quadrat. A maioria das avaliacdes apresentaram valor calculado
de ID estatisticamente superior a 1 (X?, P<0,05) indicando uma dependéncia
espacial entre plantas das sub-areas. A aplicacdo da lei de Taylor modificada para
todos os tamanhos de quadrats apontou agregacao, indicando uma interacao entre
plantas de uma mesma vizinhanca. O padréo espacial das plantas afetadas né&o
apresentou diferencas significativas entre as areas avaliadas, indicando em ambos
0S casos uma tendéncia a agregacdo. Esses resultados nao diferem dos padrées

observados para a mesma doenca em outras regides do Brasil.

Palavras-chave: epidemiologia, incidéncia da doenca, Xyella fastidiosa.
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ABSTRACT
SILVA, I. P. Spatial analysis of Citrus Variegated Chlorosis in Reconcavo

Baiano.

Citrus Variegated Chlorosis (CVC) is a major citrus disease that occur in Bahia State,
the second largest producer of citrus fruits in Brazil. The causal agent is Xylella
fastidiosa subsp. pauca, a xylem-limited bacterium transmitted by leafhoppers that
feed on xylem. The aim of this study was to characterize the spatial dynamics of CVC
in the Reconcavo region of Bahia. Two orchards of Pera sweet orange grafted on
Rangpur Lime were selected, visually assessed and mapped every month. To
determine the spatial dynamics of CVC, the plants in the selected areas were visually
evaluated and mapped every month. The spatial pattern was determined by
calculating the dispersion index (DI) and applying the modified Taylor's law. The DI
for most evaluations showed values higher than 1 (X?, P<0,05), indicating a spatial
dependency between plants within quadrats. Similar results were observed when
Taylor's law was applied for all quadrats sizes. CVC spatial pattern showed no
significant differences between the evaluated areas, indicating in both cases a
tendency to aggregation. These results do not differ from the patterns observed for

the same disease in other regions of Brazil.

Keywords: epidemiology, incidence of disease, Xylella fastidiosa.
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INTRODUCAO

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) € um dos principais problemas
fitossanitarios enfrentados pela citricultura e afeta quase todos cultivares comerciais
de laranjas doce (Citrus sinensis L. Osbeck) no Brasil (Laranjeira & Pompeu Junior
2002). A bactéria Xylella fastidiosa subsp. pauca est4 associada como agente causal
da CVC (Chang et al. 1993; Shaad et al. 2004). Esse patégeno, transmitido por
cigarrinhas das familias Cicadellidae e Cercopidae (Lopes et al. 1996), possui a
capacidade de adeséo e colonizacdo do xilema das plantas (Chatterjee et al. 2008).
Os sintomas se iniciam de forma setorizada em um Unico ramo e com um tempo
evoluem por toda copa. Apresentando clorose foliar e reducdo no tamanho dos
frutos, que se tornam endurecidos e amadurecidos precocemente, improprios para o
consumo (Laranjeira et al. 2005; Santos Filho et al. 2010; Rossetti & De Negri 2011).

O primeiro relato da CVC na Bahia foi em 1997 na regido do Litoral Norte
(Santos Filho et al. 1997), e em 2009 na regido sul do Recéncavo da Bahia (Santos
Filho et al. 2010). A citricultura esta presente quase em todas as regides do Estado,
porém mais de 90% da producdo concentra-se no Litoral Norte e Recbncavo Sul
(Girardi et al. 2015). Laranjeira et al. (2008) fizeram um estudo de incidéncia e
prevaléncia para o Litoral Norte, em que as plantas foram avaliadas visualmente em
busca de sintomas da CVC nas folhas e frutos. Os autores demonstraram aspectos
importantes como a agregacao espacial da CVC em trés municipios da regidao do
Litoral Norte. Além disso, concluiram que a presenca e disseminacdo da CVC
estaria relacionada a fatores como manejo inadequado de viveiros, uso massivo de
variedade copa suscetivel, concentracdo de pomares de laranja doce em municipios

de alta incidéncia e auséncia de medidas especificas de controle da doenca.
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A ADAB (Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéaria da Bahia) fez um
levantamento em 2013 e apontaram que a CVC estad presente em 84% dos
municipios da regido do Litoral Norte e em 32% dos municipios do Recéncavo Sul
(Silva 2013). Recentemente Oliveira et al. (2014a), relataram o status fitossanitario
da CVC na Bahia. No levantamento n&o foram detectados sintomas da CVC na
Chapada Diamantina e no Oeste Baiano. Os autores indicaram em seis municipios
do Recbdncavo Baiano uma prevaléncia inferior a seis por cento (6%) e no municipio
de Governador Mangabeira uma prevaléncia de vinte por cento (20%) de plantas
sintométicas.

Apesar das constatacdes apontadas por Laranjeira et al. (2008), Silva (2013)
e Oliveira et al. (2014a), sdo desconhecidos detalhes da epidemiologia da doenca na
regido do Recdncavo sul da Bahia. A CVC limita a producéo e a comercializacao das
frutas, causando um prejuizo ainda ndo totalmente quantificado para a citricultura
baiana. Ndo h& conhecimentos sobre o padrdo espacial das plantas doentes e
proporcao de plantas afetadas da doenca na regido. Dessa forma impossibilita a
estimativa de risco de dispersdo da doenca na regido ou dela para outras regifes e
de elaborar medidas adequadas de controle da doenca nas regides citricolas.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar a dindamica espacial da CVC,
visando determinar as possiveis diferencas no padrdo de disseminacdo da doenca

em duas areas no Recdncavo Sul da Bahia.

MATERIAL E METODOS
Areas
As avaliacbes foram realizadas em duas areas comerciais com CVC no

municipio de Governador Mangabeira, Reconcavo Baiano. A variedade de citros
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estudada foi laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis L. Osbeck) enxertada em limdo ‘Cravo’
(Citrus limonia Osbeck).

() Area 1, Fazenda Gravata. Pomar com oito anos de idade ao iniciar o
trabalho. O espacamento de plantio das plantas de citros foi de 6m entre linhas e 4m
entre plantas. A area era composta por 13 linhas de plantio, totalizando 338 plantas.
O agricultor realizava o manejo integrado de plantas invasoras, mantinha a
diversidade de espécies vegetais, rocava as entrelinhas, e o uso de herbicida era
minimizado. Para essa area os vetores da bactéria foram quantificados por Oliveira
et al. (2014b), e identificada as espécies.

(i) Area 2, Fazenda Barruada. Pomar com sete anos de idade ao iniciar o
trabalho. O espacamento de plantio das plantas de citros foi de 4,80m entre linhas e
3,10m entre plantas. A area era composta por 10 linhas totalizando 218 plantas. O
agricultor ndo mantinha os tratos culturais durante o ano, o mato prevalecia e
poucas vezes a area era rocada. Em alguns meses eram observados plantacdes de

outras culturas entre as linhas de citros.

Avaliacdes

As avaliagbes foram executadas mensalmente de abril de 2014 a abril de
2015. O diagndstico foi feito em todas as plantas, para cada area, por meio de
sintomas visuais, caracteristicos da doenca, como a clorose internerval das folhas e
frutos duros e amarelados. A cada avaliagdo o status fitopatoldgico e a posicéo
relativa de cada planta eram registrados. O status foi determinado por 0 — nao
apresentava sintomas nas plantas; 1 — sintomas nas folhas em poucos ramos; 2 —
sintomas nas folhas em toda copa; 3 — sintomas em alguns frutos da copa; 4 —

sintomas nos frutos em toda a copa. Obtendo-se assim um mapa de cada éarea,
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confeccionados para cada data de avaliacdo. Os mapas cumulativos consideram
gue uma planta sintomatica numa avaliacdo serd sempre doente nos mapas
seguintes, mesmo que nao tenha apresentado sintomas em algumas das avaliacfes

posteriores (Laranjeira et al. 2004; Nunes et al. 2006).

Anélise espacial

Para a determinacdo dos parametros espaciais da doenca os mapas de cada
area foram divididos em quadrats de tamanho 2x2 e 3x3. Quadrats sdo como
unidades de amostragem e sdo definidos em funcdo do tamanho da area e da
guantidade e distribuicdo das plantas (Tabela 1) (Bergamin Filho et al. 2007). Para
cada quadrat foi determinada a proporcédo de plantas afetadas (p) e calculada a
incidéncia da doenca na area, através da equacédo: P = YXi/ Nn em que >Xi é o
somatério do numero de plantas doentes em cada quadrat i, n € o niumero de
plantas em cada quadrat e N nimero total de quadrats em cada area.

Os padrbes de disseminacdo foram avaliados submetendo-se 0os mapas as
andlises de Indice de dispersdo e aplicacdo da lei de Taylor modificada. Esses
métodos determinam se ha relacdo de dependéncia espacial entre plantas de uma
mesma sub-area (Laranjeira et al., 2004). Os dados obtidos foram utilizados como
base para o estudo do céalculo do indice de disperséo e aplicacdo da Lei de Taylor

modificado.
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Tabela 1 — Numero de quadrats utilizado para as analises em funcdo do seu

tamanho e da area avaliada.

Tamanho do Quadrat

Area 2X2 3X3
Area 1 85 38
Area 2 54 25

indice de Disperséo

O indice de dispersédo (ID) foi obtido através da relacdo entre a variancia
observada e a variancia binomial (Bergamin Filho et al. 2007). A distribuicdo beta-
binomial considera-se a possibilidade de existirem diferentes probabilidades de
sucesso entre as unidades amostrais (Mendonga et al. 2004). O ID foi calculado
para cada avaliacdo por meio da equacdo: ID =V,,s/Vyin €m que Vygs =
Y( X;-np)?/ n? (N—1); Vyyp = p(1—p)/n. Sendo que X; é o somatério do
numero de plantas sintomaticas em cada ‘quadrat’ i; N € o numero total de ‘quadrats’
em cada area; p é a incidéncia na parcela; n o numero de plantas por ‘quadrats’;

O afastamento de aleatoriedade foi determinado por meio do teste X2, com n
— 1 graus de liberdade ao nivel de 5 % de significancia. Valores de X? para graus de

liberdade usado e para o nivel de significancia escolhido foram calculados através
sxop2 _ 1 — 12 . .

da equacio: X _2[ 1,645+ /2.gl—1] em que gl é o nimero de graus de

liberdade. Valores de ID significativamente maiores que 1 indicam padrdes

agregados de plantas sintomaticas, valores de ID iguais a 1 indicam padrbes

aleatdrios, e valores de ID menores que 1 indicam regularidade.
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Aplicacao da lei de Taylor modificada

A lei de Taylor modificada (LTM) caracteriza o arranjo espacial de uma
epidemia ao longo do tempo e entre locais. Relacionando, por meio da regressao
linear, o logaritmo da variancia observada (V,,;) e o logaritmo da variancia esperada
(Vpin) numa situacdo de aleatoriedade. Quando os dados sdo expressos em
incidéncia, a distribuicdo binomial € a que propicia melhor ajuste para condigbes de
aleatoriedade (Bergamin Filho et al. 2007). Assim: log (Vobs) =log(A) +
blog (V;,) em que A e b séo parametros.

As regressdes foram calculadas por meio do aplicativo Statistica 7.
Considerou-se como variavel independente o logaritmo das variancias binominais
estimadas para cada avaliacdo, e como variavel dependente o logaritmo das
variancias observadas. A significancia foi determinada pelo teste F a 5% de
probabilidade e adequacédo do ajuste do modelo aos dados foi avaliada por meio do
coeficiente de determinacéo (R?) (Laranjeira et al. 2004).

A igualdade do paréametro b=1 foi testada através do teste t usando a
estimativa do parametro e seu erro padrao. A hip6tese alternativa foi de b > 1.
Valores de b diferentes de 1 ao nivel de 5% de probabilidade foram considerados
indicativo de agregacéo, a qual varia com a incidéncia da doenca. Para valores de b
estatisticamente iguais a 1 e log (A) igual a 0 indicam aleatoriedade, e valores de b <

1 estatisticamente indicam padréo regular (Bergamin et al. 2007).

RESULTADOS
Incidéncia da doenca
Foram observados padrées semelhantes na incidéncia da doenca para as

duas areas. A incidéncia acumulada demonstra que o aumento no numero de
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plantas doentes foi mais intenso de maio a agosto, apos esse periodo observa-se
um leve crescimento, quase que constante (Figura 1). O indice de doenca para
ambas as area analisadas apresentaram valores entre [0 — 1]. O gréfico indica que o
nivel de doenca (0,1, 2, 3 e 4) foi crescente ao longo do ano para ambas as areas,
porém o indice de doenca para area 2 foi mais elevado do que para area 1 (Figura

2).
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Figura 1 — Incidéncia cumulativa da Clorose Variegada dos Citros ao longo do
tempo nas areas 1 e 2.
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nas areasl e 2.
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A incidéncia foi elevada em todas as avaliagbes, sempre com mais de 70% de
plantas sintomaticas. A propor¢cao de plantas afetadas na quarta avaliacdo ocupou
quase 100% da area total em estudo. Apos esse periodo houve um decréscimo da
incidéncia das plantas doentes em ambas as areas, no entanto mais expressivo para
area 1. A partir da sétima avaliacdo ocorre um incremento da proporgcao de plantas

doentes, seguido de um declinio e novamente um incremento (Tabela 2 e 3).

Tabela 2 — Incidéncia (proporcéo de plantas afetadas) e indice de Disperséo (ID) da
Clorose Variegada dos citros causado pela Xylella fastidiosa na area 1 para os

quadrats 2x2 e 3x3.

Area 1
Avaliacdes Quadrat 2x2 Quadrat 3x3
Mensais
Incidéncia ID Incidéncia ID
1 0.73 2.32* 0.78 4.04*
2 0.83 2.00* 0.85 2.47*
3 0.95 1.42* 0.96 0.97
4 0.97 0.91 0.98 0.87
5 0.85 1.49* 0.89 1.53*
6 0.77 1.48* 0.81 1.81*
7 0.88 1.49* 0.91 2.24*
8 0.90 1.28* 0.92 2.50*
9 0.87 1.48* 0.90 2.09*
10 0.74 1.26* 0.76 1.12*
11 0.93 1.44* 0.95 2.61*

*Valores significativamente maiores que 1 pelo teste de X”a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 — Incidéncia (proporgéo de plantas afetadas) e indice de Disperséo (ID) da

Clorose Variegada dos citros causado pela Xylella fastidiosa na area 2 para os

quadrats 2x2 e 3x3.

Area 2
Avaliacbes Quadrat 2x2 Quadrat 3x3
Mensais
Incidéncia ID Incidéncia ID
1 0.80 1.44* 0.82 2.23*
2 0.88 1.43* 0.88 2.12*
3 0.90 1.48* 0.91 2.21*
4 0.97 1.35* 0.97 2.64*
5 0.93 2.26* 0.95 2.09*
6 0.94 1.70* 0.94 1.71*
7 0.94 1.57* 0.95 1.37*
8 0.95 1.68* 0.96 1.79*
9 0.84 1.42* 0.85 2.05*
10 0.74 1.40* 0.74 2.36*
11 0.86 1.61* 0.88 2.14*

*Valores significativamente maiores que 1 pelo teste de X”a 5% de probabilidade.

indice de disperséo (ID)

Para calculo dos valores dos indices de dispersdao das duas areas

experimentais adotaram-se quadrats de tamanho 2x2 e 3x3.

Para area 1 os valores de ID seguiram padrbes similares para os dois

tamanhos de quadrats (Tabela 2). Inicialmente com 0,75 de propor¢cdo de plantas

afetadas, observa-se valores altos de ID para os dois tamanhos de quadrats. Em
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seguida, com 0,80 de proporcdo de plantas afetadas, houve uma tendéncia
generalizada para reducao nos valores de ID. Para os dois quadrats essa diminuicéo
do ID apd6s 0,80 nédo foi continua ora apresentando valores maiores, ora menores
que o anterior. O ID minimo significativo entre aleatoriedade e agregac&o variou
conforme o tamanho de quadrat. Em funcéo desse ID minimo na terceira avaliacdo
para o quadrat 3x3, e na quarta avaliacdo para ambos os quadrats, foi observado
valores de ID = 0,978, ID = 0,918 e ID = 0,873, respectivamente, ndo significativos
pelo teste X? (P<0,05), indicando regularidade no padrdo da doenca. No entanto
para os demais valores de ID, de ambos os quadrats, que variaram de 1,123 a
4,046, foram significativamente maiores que 1, evidenciando padrdo agregado de
distribuicdo da doenca.

Para area 2 foi observado um padrdo de doenca agregado e todos os valores
de ID foram significativamente maiores que 1,0 pelo teste X* a 5% de probabilidade.
Inicialmente observaram-se para os quadrats 2X2 e 3X3 valores de ID = 1,446 e ID
= 2,233, respectivamente, com 80% de incidéncia de plantas afetadas.
Posteriormente, houve reducdo nos valores de ID, que variaram sem padrdo, ora
com um aumento, ora com diminuicdo que o valor anterior, até o fim da epidemia

(Tabela 3).

Aplicacédo da Lei de Taylor modificada (LTM)

A partir dos valores do logaritmo da variancia observada e o logaritmo da
variancia binomial estimada foi possivel determinar os valores dos parametros b e A.
Nos graficos (Figura 3) sdo mostrados os valores de b, a indicagdo de sua
significancia ou néo pelo teste t e os valores de A para cada quadrat, em cada

regido. Sao apresentadas também as retas de ajustes dos dados para cada quadrat,
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considerando as duas areas, além das equacdes e coeficientes de determinacao
(R?).

A analise da distribuicdo espacial da doenca apresentou estatisticamente
comportamento similar para area 1, e diferenciado para area 2. A area 1 o0s
parametros log (A) e b diferiram significativamente de 0 e 1, respectivamente, pelo
teste t a 5% de probabilidade para o tamanho de quadrat 2x2. O quadrat 3x3 apesar
de ter o parametro b n&o superior a 1, apresentou o A superior a O
significativamente. A &rea 2 os parametros A e b para o quadrat 2x2 néo
apresentaram valores significativos. Apenas o quadrat 3x3 teve o parametro A
superior a 0 significativamente. Esses resultados para ambas as areas indicam um
padrdao agregado de distribuicdo da doenca, demonstrando uma interagao entre
plantas de uma mesma vizinhanga.

Para cada uma das situagdes houve relagéo significativa entre log (Vobs) e
log (Vbin). Para o quadrat 2x2 a area 1 apresentou um valor de R? de 0,947 e a area
2 apresentou um valor de R? de 0,937 (Figura 3A), para o tamanho de quadrat 3x3
apresentaram valores de R? entre 0,842 e 0,944 respectivamente (Figura 3B). Os
valores dos parametros A e b das regressdes foram sempre maiores para o0 maior

tamanho de quadrat.
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Figura 3 — Aplicagdo da lei de Taylor modificada. Relagdo entre o log (Vobs)
(circulos) e o log (Vbin) (linha continua) para area 1 e 2 tamanhos de quadrat 2x2

(A); e para area 1 e 2 tamanho de quadrat 3x3 (B).

DISCUSSAO
Incidéncia da doenca

A elevada incidéncia de plantas afetadas era esperada, pois foi neste
municipio que se detectou o primeiro foco da CVC no Recdncavo da Bahia (Santos
Filho et al. 2010). Os resultados deste trabalho ndo foram qualitativamente distintos
dos observados no Litoral Norte da Bahia por Laranjeira et al. (2008). O autor
reportou que as maiores medias de incidéncia estavam associadas a proximidades
com focos iniciais da doencga.

Neste trabalho ndo foi possivel observar os periodos rapidos ou lentos do
progresso da doenca devido a elevada incidéncia das areas analisadas. No entanto
foi observada diferenca no indice de doenca entre as areas. Essas diferencas
podem estar associadas as caracteristicas gerais das areas. A area 2, na qual foi
observado maior indice, ndo apresentava condicbes de manejo adequada, ndo era

rocada constantemente, e o plantio era mais adensado. Para area 1 o agricultor
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realizava o manejo das plantas constantemente, o controle de plantas invasoras era
mantido, havia um maior espacamento entre as plantas e diversidade de espécies
vegetais entre as entrelinhas.

A incidéncia elevada da doenca pode estar relacionada a diversos fatores.
Dentre eles a presenca constante dos vetores da bactéria nos pomares. Oliveira et
al. (2014b), relataram a presenca de quatro espécies de cigarrinhas transmissoras
da CVC na éarea 1, dentre elas esta Acrogonia citrina com 2,3% de eficiéncia de
transmissdo da CVC (Fundecitrus 2007). As condicdes climaticas favoraveis € outro
fator preponderante que influencia a incidéncia de plantas doentes. A regido do
Reconcavo Baiano é caracterizada por chuvas bem distribuidas ao longo do ano,
com umidade reativamente proxima de 90% e uma temperatura variando entre 21°C
e 25°C (Embrapa/CNPMF 2014).

Além disso, a utilizacdo de mudas infectadas na formacao do pomar pode ter
contribuido significativamente para a disseminacdo da bactéria nos pomares. Casais
et al. (2014), analisaram a diversidade haplotipica de Xylella fastidiosa no Estado da
Bahia. Os autores observaram uma similaridade entre as populacdes do Recbncavo
Sul, com amostras provenientes da area 1 estudada, e as amostras de Séao Paulo,
dando indicativos que a introducdo da bactéria nessa regido pode ser decorrente da
introducdo a partir de mudas contaminadas do Estado de Sao Paulo e nédo da
disseminagédo da bactéria existente na regido do Litoral Norte (Laranjeira et al.
2008).

Destaca-se que o principal efeito negativo da CVC é a reducédo do tamanho
da fruta citrica. Além dessa alta incidéncia no pomar, observou-se que a maioria das
plantas ja apresentavam sintomas nos frutos, amadurecidos precocemente. Esses

resultados corroboram com Oliveira et al. (2014a), que apds realizarem um
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levantamento fitossanitario da CVC na Bahia, relataram que a prevaléncia no
municipio de Governador Mangabeira foi da ordem de 20% de plantas sintomaticas

para amostragem de 1% da area plantada com citros.

Distribuicdo espacial da doenca
indice de disperséo (ID)

Considerou-se que valores de ID estatisticamente superiores a 1 ao nivel de
5% de significancia pelo teste X?, agregacéo de plantas sintomaticas, valores de ID
significativamente iguais a 1 aleatoriedade, e valores de ID significativamente
menores que 1 regularidade na distribuicdo da doenca.

Foram observados valores de ID entre 1,4 e 2,0 nas duas areas para todos 0s
tamanhos de quadrats, apresentando um padréo levemente agregado. Para as duas
areas amostradas e os dois tamanhos de quadrats, ndo foram observados padrbes
de evolucdo de ID em funcéo da incidéncia de plantas sintomaticas. No entanto, foi
observada que a proporcdo de plantas afetadas em um més foi a mesma em alguns
meses (Tabela 2). O comportamento do padrdo espacial da doenca para area 1
pode ser explicado pela introducdo da bactéria na regido através de mudas
contaminadas, como suposto por Casais et al. (2014).

Roberto et al. (2002), estudaram a analise espacial da CVC atraves da
geoestatistica, observaram um padrao agregado da doenca para todos os tamanhos
de quadrats. Sendo que, na primeira avaliacdo quando a incidéncia foi de 11%,
considerou a distribuicdo espacial das plantas doentes como aleatorio. No entanto,
tal qual aqui, observou-se regularidade, para area 1, na quarta avaliacdo quando a

incidéncia foi de 90% das plantas doentes (Tabela 2).
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Resultados similares ao padréao de distribuicdo verificado no presente trabalho
foram descritos por Laranjeira et al. (2000) ao fazerem uma analise preliminar da
distribuicdo espacial da CVC, indicando agregacao entre as plantas doentes. Mais
tarde esse padrdo entre as plantas doentes foi confirmado pelo mesmo autor
(Laranjeira et al. 2004), avaliando a dinamica espacial em trés regides de Sao Paulo,

gue considerou como levemente agregado.

Aplicacédo da Lei de Taylor modificada (LTM)

A aplicacdo da LTM caracteriza o arranjo espacial ao longo do tempo,
testando interagdo entre plantas de uma mesma vizinhanga. O parametro b da LTM
funciona como um superindice de disperséo, pois resume todos os dados dentro da
regressdo. O parametro A da LTM funciona como um indice de disperséo
relacionado ao inicio da epidemia.

O ajuste a lei de Taylor pode ser considerado mais sensivel que o célculo do
ID, uma vez que a agregacdo de todo o conjunto de dados é descrita pelo menor
namero de parametros (A e b). O emprego do parametro b, obtido pela aplicacdo da
LTM, é considerado como um indice de agregacao: quando b > 1 significativamente
indicam agregacédo; quando b = 1, aleatoriedade; quando b < 1, regularidade.
Apenas para area 1 no quadrat 2x2 foram obtidos valores de b para a regressao
denotando agregacao. No entanto os valores A apresentaram-se maiores que 0 para
todos os quadrats, exceto o quadrat 2x2 da area 2, indicando que a agregacéo
embora existente foi levemente agregada. Essa distribuicdo espacial denota que ha
uma interacao entre plantas afetadas pela CVC de uma mesma vizinhanca.

Os resultados aqui obtidos para a distribuicdo espacial da CVC, com

aplicacdo da LTM nao foram diferentes dos relatados por Laranjeira et al. (2004).
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Esses autores constataram uma leve agregacdo das plantas doentes com CVC,
independentemente do tamanho do quadrat amostrado para as trés regides
estudadas do Estado de Sao Paulo (Noroeste, Centro e Sul).

Além disso, o padrao espacial ndo apresentou diferencas significativas entre
as areas avaliadas. Portanto, os resultados do Recdncavo ndo apresentaram
diferenca no padrdo espacial da doenca dos encontrados em outras regifes do

Brasil.
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Andlise temporal da Clorose Variegada dos Citros no Recdncavo

Baiano
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RESUMO
SILVA, I. P. Analise temporal da Clorose Variegada dos Citros no Recdncavo

Baiano.

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) € uma das principais doencas de citros no
Brasil, e estd4 presente na Bahia. Causada por Xylella fastidiosa subsp. pauca,
veiculada por cigarrinhas, é caracterizada por clorose foliar e reducdo no tamanho
dos frutos. O presente trabalho objetivou estudar o padrdo temporal do patégeno, do
hospedeiro e da doenca no Recbncavo Sul da Bahia. Foram selecionadas duas
areas de laranja doce Péra enxertada em limdo cravo no municipio de Governador
Mangabeira-BA. Determinaram-se a percentagem de ramos sintomaticos, ramos
infectados (sintomaticos + assintomaticos), e numero de brotacdes novas. Para
tanto, foram marcadas ao acaso cinco plantas sintomaticas em cada éarea, e
avaliadas mensalmente no periodo de abril de 2014 a abril de 2015. A deteccédo da
bactéria foi feita por gPCR, utilizando-se os primers CVC-1 e CCSM-1 e sonda
TagMan especifica. A maior expressdo de sintomas ocorreu de maio a outubro com
ciclos de trés meses, que coincidiu com maior nimero de brotacdes. Nao foi
observado incremento na incidéncia de ramos infectados, apenas ciclos de trés
meses ao longo do ano. Esses ciclos podem estar relacionados as condi¢des
climaticas da regido. Houve disponibilidade de in6culo e de biomassa hospedeira ao

longo de todo o ano.

Palavras-chave: epidemiologia, disponibilidade de in6culo e hospederio, qPCR.
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ABSTRACT
SILVA, I. P. Temporal analysis of Citrus Variegated Chlorosis in Reconcavo

Baiano.

The Citrus Variegated Chlorosis (CVC) is a major citrus diseases in Brazil, and is
present in Bahia. Caused by Xylella fastidiosa subsp. pauca, conveyed by
sharpshooters, it is characterized by leaf chlorosis and reduced fruit size. This study
investigated the temporal pattern of the pathogen, host and disease in the
Reconcavo South of Bahia. Two orchards of Pera sweet orange grafted on Rangpur
lime were selected. The percentage of symptomatic branches infected branches
(Asymptomatic + Symptomatic), and the number of new shoots were evaluated
monthly in five randomly chosen symptomatic plants in each area. The detection of
the bacteria was made by gPCR using the CVC-1 primers and CCSM-1 and specific
TagMan probe. The greatest expression of symptoms occurred from May to October
with cycles of three months, which coincided with the largest number of shoots.
There was no increasing trend in the incidence of infected branches, which had
three-month cycles throughout the year. These cycles may be related to the climatic
conditions of the region. There was inoculum and host biomass availability

throughout the year.

Keywords: epidemiology, availability of inoculum and host, gPCR.
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INTRODUCAO

A Bahia ocupa o segundo lugar na producéo de frutas citricas brasileiras, e a
Clorose Variegada dos Citros (CVC), uma das principais doencas de citros, esta
disseminada no Estado, especialmente na regido do Litoral Norte. No Brasil, as
variedades de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) sdo as mais suscetiveis a
Xylella fastidiosa subsp. pauca causadora da CVC (Laranjeira & Pompeu Junior,
2002; Shaad et al. 2004, Santos Filho et al. 2010).

A disseminacéo natural da bactéria nos pomares ocorre pela acao dos insetos
vetores, cigarrinhas das familias Cicadellidae e Cercopidae (Lopes et al. 1996), que
se alimentam no xilema de mudas ou arvores citricas infectadas (Miranda et al.
2008). Os sintomas mais caracteristicos se manifestam nas folhas maduras,
caracterizada por clorose foliar se estendendo para os ramos, e os frutos
apresentam-se endurecidos com um tamanho reduzido (Laranjeira et al. 2005;
Santos Filho et al. 2010; Rossetti e De Negri 2011).

ApoOs 25 anos de convivéncia com a CVC avancos consideraveis foram
obtidos, desde o primeiro relato no Estado de Sdo Paulo em 1987 (Rossetti et al.
1990) e sua associacdo com a Xylella fastidiosa (Chang et al. 1993). Estudos
epidemioldgicos da CVC no estado de Sdo Paulo revelaram aspectos importantes
para 0 manejo como: variagdo da incidéncia e da severidade da CVC entre a regido
norte e sul devido as diferencas climaticas, sintomas nas plantas estao distribuidos
de forma irregular, plantas sem irrigacdo apresentam maior incidéncia de ramos com
sintomas que plantas irrigadas, aumento da incidéncia da CVC nas plantas em fase
de desenvolvimento vegetativo (Roberto et al. 2002; Laranjeira et al. 2003a;

Goncalves et al. 2010; Gongalves et al. 2014).
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A citricultura na Bahia concentra sua producdo, mais de 90%, no Litoral Norte
e Recbncavo Sul (Girardi et al. 2015). A CVC foi descoberta na regido do Litoral
Norte em 1997 (Santos Filho et al. 1997) e na regido sul do Recéncavo da Bahia em
2009 em pomares constituidos de laranja pera doce enxertada em limdo cravo
(Santos Filho et al. 2010). Segundo Laranjeira et al. (2008), que relataram uma alta
incidéncia para o Litoral Norte, a auséncia do controle da doenca, o manejo
inadequado dos viveiros, e 0 uso de grande quantidade de copa suscetivel
contribuiram para a presenca e disseminacdo da CVC na regido. Atualmente, a CvVC
no Litoral Norte esta presente em 84% dos municipios da regido e no Recéncavo Sul
em 32% dos municipios (Silva 2013). Até o presente momento ndo foram relatados
sintomas da CVC na Chapada Diamantina e no Oeste Baiano (Oliveira et al. 2014a).

A deteccdo confiavel de Xylella fastidiosa € essencial para o
acompanhamento da disseminacdo do patégeno. A técnica PCR em tempo real
(gPCR) possibilita uma deteccdo do patégeno de modo mais acurado e rapido,
mesmo em baixas concentra¢cdes do DNA alvo. No Brasil a deteccéo deste patégeno
usando gPCR com TagMan foi recentemente descrita por Oliveira et al. (2002). Os
autores realizaram a quantificacdo da CVC avaliando a distribuicdo espacial e
temporal da bactéria nos vasos do xilema de folhas de citros, utilizando iniciadores e
sonda com base na sequéncia alvo. Apos o ensaio concluiram que a técnica qPCR é
simples, rapida e reprodutivel para a deteccdo de Xylella fastidiosa e bem-sucedida
para a quantificacdo das células bacterianas em tecidos de citrinos.

A realizagdo de pesquisas extensivas na regidao do Recbncavo da Bahia
permitira conhecer a dinamica temporal da doenca na regido, as principais fontes de
in6culo, a proporcdo de plantas afetadas e a época de maior aparecimento de

plantas doentes. Esse estudo possibilitara a tomada de medidas de controle
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adequadas a citricultura da regido, e ao seu nivel tecnolégico. O objetivo desse
trabalho foi caracterizar a dinamica temporal da CVC utilizando a técnica qPCR
como ferramenta para detecgdo de Xylella fastidiosa, visando determinar as
possiveis diferencas no padrédo de disseminacdo da doenca, em duas areas no

Recbncavo Sul da Bahia.

MATERIAL E METODOS
Areas

A avaliacao foi realizada em duas areas comerciais com CVC no municipio de
Governador Mangabeira, Recbncavo Baiano. A variedade de citros estudada foi
laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis L. Osbeck) enxertada em lim&o ‘Cravo’ (Citrus limonia
Osbeck).

() Area 1, Fazenda Gravatd. Pomar com oito anos de idade ao iniciar o
trabalho. O espacamento de plantio das plantas de citros foi de 6m entre linhas e 4m
entre plantas. A area era composta por 13 linhas de plantio, totalizando 331 plantas.
O agricultor realizava o manejo integrado de plantas invasoras, mantinha a
diversidade de espécies vegetais, rocava as entrelinhas, e o uso de herbicida era
minimizado. Para essa area os vetores da bactéria foram quantificados por Oliveira
et al. (2014b), e identificada as espécies.

(i) Area 2, Fazenda Barruada. Pomar com sete anos de idade ao iniciar o
trabalho. O espacamento de plantio das plantas de citros foi de 4,80m entre linhas e
3,10m entre plantas. A area era composta por 10 linhas totalizando 221 plantas. O
agricultor ndo mantinha os tratos culturais, durante 0 ano o mato prevalecia e
poucas vezes a area era rocada. Em alguns meses eram observadas plantacdes de

outras culturas entre as linhas de citros.
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Avaliacdes

Para a realizagcdo da caracterizacdo epidemiologica intra-plantas foram
marcadas ao acaso cinco plantas com sintomas de CVC, nas duas areas, apos o
primeiro mapeamento em abril de 2014. A analise foi feita por meio de trés
processos: estimativa da percentagem de ramos sintomaticos, estimativa da
percentagem de ramos infectados (folhas sintomaticas + folhas assintomaticas
positivas), e estudo da dinamica de fluxos de brotacdo. Nos dois primeiros casos as
avaliacbes foram mensais, enquanto que a dinamica de fluxos de brotacdo foi

realizada quinzenalmente (Laranjeira et al. 2003a; Nunes et al. 2006).

Estimativa da Percentagem de Ramos Sintomaticos

Das plantas marcadas de cada area foram retiradas ao acaso vinte folhas por
més, tomando-se o0 cuidado de se retirar apenas uma folha por ramo. Nao houve
direcionamento da coleta para folhas sintomaticas, de maneira que a amostragem
fosse representativa, mas foram coletadas apenas folhas maduras com coloracéo
tipica. As folhas foram levadas ao laboratério e separadas em sintomaticas e
assintométicas, determinando-se assim [(niumero de folhas sintoméaticas/nimero
total de folhas) * 100] a percentagem de ramos sintomaticos para cada planta, em

cada area e cada més (Laranjeira et al. 2003a).

Estimativa da Percentagem de Ramos Infectados

Para essa variavel foram utilizadas as folhas assintomaticas separadas
durante o processo de estimativa da percentagem de ramos sintomaticos. Cada uma
das folhas representava uma amostra e seu peciolo e nervura central foram picados

manualmente com auxilio de bisturi, em fatias de 1 a 3 mm de espessura. Foi
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pesado 35 mg do material e acondicionados em tubo de 2mL para realizacdo de
extracdo de DNA. A presenca da bactéria foi determinada por gPCR, calculando-se
entdo a proporcdo entre amostras positivas e negativas para cada uma das cinco
plantas selecionadas, em cada area e cada avaliacdo. A estimativa do percentual de
ramos infectados foi feita somando-se o numero de folhas sintomaticas com o
namero de folhas assintomaticas positivas e dividindo-se o resultado pelo niumero
total de folhas coletadas. A partir desses dados foram obtidas duas variaveis:

Infeccdo em Folhas Assintomaticas e Infeccdo Total (Laranjeira et al. 2003).

Protocolo de extracdo de DNA de Xylella fastidiosa

A andlise das amostras para deteccdo do patdgeno foi realizada no
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das
Almas, BA. O isolamento de DNA do material vegetal assintoméatico (laranja ‘Péra’)
foi realizado de acordo com o protocolo de extracdo de Murray e Thompson. (1980)
(com adaptacdes) [Anexo A]. Para a confirmacdo da concentracdo do DNA, foi
realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio.

Posteriormente foi realizado o teste de deteccéo da bactéria por gPCR.

Deteccédo de Xylella fastidiosa pela técnica de qPCR

Para deteccdo da bactéria Xylella fastidiosa através do gPCR foi utilizado 2 pl
de DNA extraido no processo anterior. Dois iniciadores (primers) especificos de
Xylella fastidiosa de citros foram utilizados. A sequéncia para o iniciador direto CVC-
1 CIRev (5 AGA TGA AAA CAA TCA TGC AAA 3’) foi desenvolvido por Pooler e
Hartung (1995), e o inicador inverso CCSM-1 CIFo (5 GCG CAT GCC AAG TCC

ATA TTT 3’) foi obtido por Oliveira et al. (2002). A sonda Tagman utilizada para
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detectar o alvo foi a TAQCVC (6FAM) AAC CGC AGC AGA AGC CGC TCA TC
(MGBNFQ) descrita pela primeira vez, com base na sequéncia alvo, por Oliveira et
al. (2002), e tem a capacidade de detectar especificamente o DNA alvo.

Para as reacdes de amplificacdo foi preparado um Mix contendo um volume
final de 13 pL. Reagbdes como controle negativo foram realizadas utilizando H,O livre
de nucleases como amostra. As condicfes da gPCR foram as seguintes: um ciclo
inicial de 50 °C a 2 minutos de desnaturacdo; um ciclo de 95 °C a 10 minutos de
desnaturacao, 40 ciclo de amplificacdo de 95 °C a 15 s e extenséo final de 60 °C a 1

m (Oliveira et al. 2002).

Dinamica de Fluxos de Brotacéo
Para essa variavel a avaliagdo ocorreu quinzenalmente. O numero total de
brotacdes foi contada nas plantas marcadas de cada area. Considerou-se como

novas as brotacdes verde-claras com ramo de secao transversal ainda triangular.

Dados climéticos

Os dados foram obtidos na estacdo meteorolégica da EMBRAPA/CNPMF
(2014), em Cruz das Almas, distante cerca de 15km das areas monitoradas. Foram
consideradas informacfes de precipitacdo, umidade relativa e temperatura media.
As variaveis associadas a clima foram submetidas ao procedimento Trend Subtract,

ajuste que permite eliminar tendéncias de aumento ou diminui¢do nos valores.
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Anédlise Estatistica
Andlise de Autocorrelacdo para Séries Temporais
Uma série temporal é um conjunto de observacdes ordenadas no tempo e
que apresentam uma dependéncia serial. A autocorrelacdo é a correlacdo entre
observacdes de uma série temporal separadas por unidade de tempo t, ou seja,
usada para detectar as possiveis tendéncias de curto prazo. As autocorrelacdes
parciais foram calculadas até 6 lags (espaco de tempo entre as avaliagfes). Esta
analise permite identificar como evolui a tendéncia da série, se existe ou nao
sazonalidade dentro do periodo de um ano (Morettin e Toloi, 2006; Barros, 2005).
Para essa analise, realizada no programa Statistica 7.0, foram utilizadas as
seguintes séries em frequéncia mensal, para cada local: percentagem de ramos
sintomaticos, percentagem de ramos assintomaticos infectados, percentagem total

de ramos infectados e brota¢des novas.

Andlise de Densidade Espectral de Séries Temporais

A andlise de densidade espectral tem como objetivo explorar a periodicidade
nos dados, apontando frequéncias de picos na série. Essa andlise ajusta
combinacdes de funcdes seno e cosseno as séries, onde os valores da série séo
consecutivos tomados em intervalos iguais. Por meio da analise dos picos das
curvas sdo observadas em qual periodo de tempo o mesmo fendmeno se repete
(Laranjeira et al. 2003a; Morettin e Toloi 2006).

Para eliminar as tendéncias de crescimento ou diminui¢cdo de valores e restar
apenas a tendéncia ciclica foi aplicada a todas as séries a transformacao Trend
Subtract. As estimativas de densidade espectral foram suavizadas pela janela

Hamming de largura 3.
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A fim de analisar se existia alguma correlacdo entre as variaveis estudadas
foram realizadas também as analises de densidade co-espectral. A analise compara
as duas seéries indicando qual frequéncia tem mais correlacéo, ou seja, se 0s ciclos
sdo parecidos, e a sua coeréncia. Vale destacar que para essa analise
consideraram-se significativas as correlacdes com coeréncia acima de 75%.

Para essas analises, em ambas as areas, foram avaliadas as séries
referentes a ramos sintomaticos, infec¢cbes assintomaticas, infeccdo total e

brotacdes (Laranjeira et al. 2003a).

RESULTADOS
Padréo das variaveis

Para todas as variaveis aqui estudadas os resultados sdo demonstrados nos
gréficos da figura 1. A percentagem de ramos sintomaticos mostrou uma tendéncia
crescente no periodo de maio até outubro, seguido de um declinio no periodo de
novembro a abril, para as duas areas amostradas, porém com um pico em
novembro para area 1 e outubro para area 2 (Figura 1A).

Para as infec¢cdes assintomaticas — infeccbes detectadas apenas em folhas
que ndo manifestavam sintomas — a presenca da bactéria foi confirmada através de
gPCR. Em citros, o Ct correspondente para a deteccdo de xylella fastidiosa
apresenta um limiar dentro de 40 ciclos de PCR (CT <40) (Oliveira et al. 2002).
Neste trabalho os Cts cycle threshold), ponto que determina a presenca e auséncia
da bactéria na amostra, variaram entre 18 e 36. O padréo temporal dessa variavel
apresentou uma similaridade entre as duas areas observadas. A evolucdo se deu
com alternancia de valores, foi observado um declinio entre os meses de junho a

agosto, com picos em outubro e novembro (Figura 1B).
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O gréfico do padrdo temporal da infeccdo total descreve as infeccdes
detectadas em folhas assintomaticas e folhas sintomaticas. A evolucdo de ramos
infectados apresentou tendéncia de diminuicdo nao linear nos valores, mas com
altos e baixos em relacdo ao valor anterior, seguindo um padrdao semelhante ao
encontrado para 0s ramos sintomaticos, para as duas areas amostradas (Figura 1C).

Para as brotacfes novas foram observados uma tendéncia a diminuicdo nos
valores, para as duas areas. No entanto a diminuicdo nos valores ndo ocorreu de

maneira linear e sim com altos e baixos (Figura 1D).
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Figura 1 — Percentagem de ramos sintomaticos (A), infecgbes assintomaticos (B),

total de ramos infectados (C) e brotagbes novas (D) em areas do municipio de

Governador Mangabeira-BA.
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Com o objetivo de avaliar os possiveis padrbes temporais das curvas foram
feitas as analises de autocorrelacdo. Foram avaliadas as séries referentes a ramos
sintomaticos, infeccbes assintomaticas, infeccdo total (sintomaticos +
assintomaticos) e brotacdes. A autocorrelacdo aponta a influéncia dos valores de
uma variavel no intervalo de tempo t sobre os valores da mesma variavel nos
tempost+n.

Na area 1 quando considerado a série ramos sintomaticos o lag 1 mostrou-se
com correlacdo positiva significativa (0,572) (Figura 2A). Para area 2 nao foram
constadas autocorrelagdes significativas para nenhum lag (Figura 2B).

Na analise das séries temporais infeccbfes assintomaticas nédo foram
observadas autcorrelacdes significativas para nenhum lag, ou seja, os dados de um
més ndo tém correlacdo com os dados dos meses seguintes para ambas as areas
(Figura 2C e D).

A autocorrelacdo parcial das séries das infeccdes totais ndo foram
constatadas autocorrelagcdes significativas para nenhum lag. No entanto foi
observada a existéncia de um padrdo entre os meses na deteccdo de ramos
infectados, para as duas areas amostradas (Figura 3A e B).

O estudo das séries brotacdes os dados para lag 1 estdo correlacionados
negativamente com os dados do més seguinte. Além disso, ndo foram observados
autocorrelacdes significativas para nenhum lag em ambas as areas amostradas

(Figura 3C e D).
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Em geral para as analises de autocorrelacdo parcial, mesmo ndo sendo
significativas as correlacbes, foi observado um padrdo entre os meses. Esses
padrées poderiam ser indicativos de ciclos ao longo do ano. A fim de confirmar essa
observacéao foi realizada uma analise posterior, a analise de densidade espectral.

Em todas as analises os picos foram identificados por um numero e a letra P,
indicando o periodo ou intervalo de tempo em meses que ocorrem. Foram avaliadas
as séries referentes a ramos sintomaticos, infec¢des assintomaticas, infeccao total
(ramos sintomaticos + assintomaticos) e brotacoes.

Na analise de densidade espectral referente a ramos sintomaticos para area 1
e 2 coincidiram apresentando um pico de 2P (Figura 4A). Quando consideradas as
séries de infeccBes assintomaticas para area 1 foi observado um pico de 6P e para
area 2, pico de 4P (Figura 4B). Para a série de infeccao total a analise de densidade
espectral em ambas as areas foram observados picos de 3P (Figura 4C). Ja para a
analise da série de brotac6es foi detectado um pico de 6P para area 1 e um pico de

4P para area 2 (Figura 4D).
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A analise de densidade espectral mostrou similaridade para ramos
sintomaticos e infec¢ao total entre as duas areas. Assim, com o intuito de analisar se
existia alguma correlacéo entre as variaveis estudadas foram realizadas também as
analises de densidade co-espectral. Essa analise compara as duas séries indicando
com qual frequéncia elas apresentam uma maior correlacdo. Na Tabela 1
encontram-se as correlacdes feitas entre as variaveis. Cada analise de correlacédo foi
feita para as duas areas.

A principio correlacionaram-se as séries da area 1 com as mesmas séries da
area 2. A andlise buscou detectar se havia alguma relacdo na expressao de
sintomas entre as areas 1 e 2. Foi constatado que as duas séries tém ciclos de trés
meses, com uma coeréncia de 75% entre as curvas nesse periodo. No entanto, 0s
ciclos estdo defasados dois meses e meio, com expressdo de sintomas da area 2
anterior a da area 1. Para as infeccbes assintomaticas foi observado que as séries
tem ciclos de seis meses, mas ndo foram coerentes.

A correlacdo para a série de infeccéo total entre as areas 1 e 2 apresentou
ciclos de trés meses em periodos diferentes, pois os ciclos estdo defasados dois
meses. Essa série pode ser relacionada com ciclos de deteccdo da bactéria na
planta, com o periodo de detec¢éo para a area 1 anterior ao da area 2. Essa relagéo
foi altamente significativa com coeréncia de 94%.

Na andlise da série de brotacOes entre as areas 1 e 2 as duas tem ciclos
coincidentes de trés meses. Essa correlacdo foi altamente coerente com 92%,
porém os ciclos estdo defasados em cerca quinze dias, com emissao de brotacbes

na area 1 anterior a da area 2.
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Tabela 1 — Analise de Densidade Co-espectral entre as mesmas séries indicando

com qual frequéncia tem maior correlagdo e a sua coeréncia.

Variaveis Ciclos em Coeréncia Defasagem
meses
Sintomas area 1 X Sintomas area 2 3 75% 2.5 meses

Assintomaticas area 1 X Assintomaticas

6 _ 15 dias
area 2
Infecgdo total area 1 X Infecgao total
3 94% 2 meses
area 2
Brotacao area 1 X Brotagao area 2 3 92% 15 dias

Apos realizar a correlagdo entre as mesmas séries, porém de areas distintas,
foi feita a correlacdo entre série brotacdes e as demais variaveis da mesma area
(Tabela 2).

A analise densidade co-espectral para a série brotacdes (variavel
independente) versus expressdo de sintomas (variavel dependente) apresentaram
ciclos coincidentes de cinco meses para area 1, e ciclos coincidentes de dez meses
para area 2, poréem para nenhuma das areas a correlacéo foi coerente.

A relacdo de brotacbes versus infeccOes assintomaticas para area 1 foram
observados ciclos coincidentes de trés meses, porém a correlagcdo néo foi coerente.
Os ciclos apresentam-se defasados cerca de quase dois meses. Para area 2 a
correlacdo entre as séries observou-se ciclos similares de cinco meses, com uma
defasagem de quase cerca de um més. Essa correlacdo apresentou uma coeréncia

de 95%.
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A analise de brotacdes versus infeccao total foi observado ciclos coincidentes

de dois meses e meio, sendo que os ciclos estdo defasados dois meses para area 1.

Essa relacdo apresentou uma coeréncia de 78%. Para area 2 os ciclos coincidem

em cinco meses, porém a correlacdo nao foi coerente.

Tabela 2 — Andalise de Densidade Co-espectral entre duas seéries diferentes

indicando com qual frequéncia tem maior correlacdo e a sua coeréncia.

Area Variaveis Ciclos em Coeréncia
meses
1 Brotagao x Expressao de Sintomas 5 -
2 Brotagao x Expressao de Sintomas 10 -
1 Brotacao X Infecgdes Assintomaticas 3 -
2 Brotagdes X Infecgdes Assintomaticas 5 95%
1 Brotacgdes X Infecgéo Total 2,5 78%
2 Brotagdes X Infecgao Total 5 -
1 Precipitacdo X Infec¢cdes Assintomaticas 2,5 94%
2 Precipitacdo X Infec¢cdes Assintomaticas 2,5 93%
1 Umidade Relativa X Brotagdes 2,5 94%
2 Umidade Relativa X Brotagcdes 2,5 94%
1 Temperatura média X Expressao Sintomas 4 93%
2 Temperatura média X Sintomas 4 75%

Foram testadas também correlagBes entre dados climaticos (Figura 5). No

entanto foram apresentados os resultados no qual coincidiam os periodos nas duas

areas (Tabela 2).
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As andlises para precipitacdo pluviométrica (variavel independente) versus
infeccbes assintomaticas (variavel dependente) mostraram ciclos coincidentes de
dois meses e meio em ambas as areas, altamente coerentes com 94% para area 1 e
93% para area 2.

A densidade co-espectral para umidade relativa versus brotacdes também
apresentaram ciclos coincidentes de dois meses e meio, com uma significancia de
94% para ambas as areas. Foi analisada também se o padrdo das temperaturas
médias estava correlacionado com o0s sintomas. Para essas variaveis observou

ciclos similares de quatro meses com 93% de coeréncia para area 1 e 75% para

area 2.
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umidade relativa e temperatura média dados obtidos na estacdo meteoroldgica da

EMBRAPA /CNPMF em Cruz das Almas — BA.
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DISCUSSAO
Padréo das variaveis

Os gréficos das variaveis estudadas apresentaram padrbes semelhantes
entre as duas areas. A percentagem de ramos sintomaticos para ambas as areas
observada ao longo do ano, embora com uma alternancia de valores, indica que a
expressao de sintomas é acentuada na regido. Sendo que a area 2 mostrou valores
maiores do que para area 1. Essa alternancia nos valores foi observada conforme a
estacdo do ano por Laranjeira et al (2003a), em trés regides do estado de Sao
Paulo. No entanto, para regido aqui estudada a hipdtese sugerida € que essas
caracteristicas podem estar relacionadas com as condi¢des climaticas favoraveis
durante todo ano. As chuvas sdo bem distribuidas ao longo do ano, a regido é
caracterizada com umidade reativamente préxima de 90% e uma temperatura
variando entre 21°C e 25°C (Embrapa/CNPMF 2014).

Haja vista que foi observado um declinio nos ramos sintomaticos de
novembro a abril, com pico em outubro, esse declinio poderia estar relacionado com
o aumento do numero de brotacGes (Laranjeira et al 2003a). No entanto, a maior
guantidade de brotacdes foi observada quando havia maior quantidade de ramos
sintomaticos. Os resultados corroboram com os relatados por Laranjeira et al
(2003a). De acordo com os autores, os sintomas da CVC sdo mais expressivos
durante o periodo de setembro a marco, correspondentes a primavera e 0 verao.
Aqui foi observada maior expressdo de sintomas de maio a outubro, bem como
maior numero de brotacdes.

Esses dados complementam as indagacdes de Laranjeira et al (2003a),

referente a picos de incidéncia na primavera e verdo, e vales no outono e inverno
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relacionado as brotacdes. Assim, de maneira complementar, observa-se que a
expressado de sintomas pode estar ligada com o clima de cada regido.

Para as curvas de infec¢cdes assintomaticas (folhas assintomaticas positivas)
foram observados alguns picos coincidentes com vales da propor¢cdo de ramos
sintomaticos. Porém, com uma diminuicdo nos valores como consequéncia da
incidéncia de ramos sintomaticos. Em ambas as areas foram observadas variacéo
nos valores com altos e baixos, que ocorreram no mesmo periodo ao longo do ano.
Destaca-se que a proporcao de ramos assintomaticos para area 2 foi sempre maior
do que para area 1.

A infeccdo total contabiliza todas as infeccbes detectadas — folhas
sintométicas + folhas assintoméaticas. N&o foi observado incremento na incidéncia
dos ramos infectados. Observa-se alternancia nos valores com alguns picos
coincidentes com as variaveis anteriores. A area 2 apresenta maior proporcao de
ramos infectados do que a area 1. Essa diferenca pode ser explicada, ndo apenas
pelas questdes climaticas regionais, mas pelos fatores locais de cada propriedade.

Na éarea 2, para a qual foram observados maiores valores nas variaveis
supramencionadas, as condicbes de manejo eram inadequadas, ndo era rocada
constantemente, e as plantas eram mais condensadas. Para area 1 o agricultor
realizava o manejo das plantas constantemente, o controle de plantas invasoras era
mantido, havia um maior espacamento entre as plantas e diversidade de espécies
vegetais entre as entrelinhas.

Além disso, a alta incidéncia nas duas areas e os valores altos para as
variaveis de ramos sintomaticos e infeccfes assintomaticas podem estar associados
a utilizacdo de mudas infectadas na formacdo do pomar (Casais et al., 2014), uma

vez que boas condicdes climaticas e plantas precocemente infectadas
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apresentariam maior expressao de sintomas. Considerando as diferencas climaticas
Laranjeira et al. (2003a), relataram que a maior expressao sintomas para regiao
noroeste do estado de Sdo Paulo estava associada a alta incidéncia de CVC na
regido. Segundo os autores a regido sul apresentava maiores valores de infeccbes
assintomaticas, levantando a hipotese que o alto nivel de infeccdo poderia estar
associado a utilizacdo de mudas infectadas, e consequentemente associado a
condicBes ambientais desfavoraveis a expressao de sintomas.

A emissdo de brotacdes foi observada ao longo de todo ano com altos e
baixos. Para tanto o maior fluxo de brotacdo foi observado nos periodos de maio a
outubro. Esses resultados seguiram mesmo padrdo observado por Laranjeira et al.
(2003a), o aumento do numero de brotacbes no inverno. O desenvolvimento das
brotacdes sofre influéncia acentuada do clima, principalmente da temperatura e da
umidade (Medina et al., 2005). A abundéancia de agua, nutrientes e temperatura
favorece a regularidade na emissdo de novas brotacdes. Assim, os fluxos aqui
observados ao longo de todo ano podem estar relacionados com os fatores

climaticos da regiéo.

Anélise de Autocorrelagao Parcial

A anadlise de autocorrelacédo parcial objetivou detectar os possiveis padroes
temporais. Em geral as correlagbes ndo foram significativas. No entanto foi notado
nos graficos um padréo entre os meses. Esses dados mostraram que um dado valor
de um més tem influéncia no valor do més seguinte, indicando a existéncia de ciclos

ao longo do ano.
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Andlise de Densidade Espectral e Co-espectral

A analise de densidade espectral confirmou os padrdes ciclicos ocorrendo em
um determinado periodo de tempo observados na analise anterior. Na analise da
série ramos sintomaticos para as duas areas amostradas foram observados ciclos
de dois meses. Esses ciclos para essa variavel podem se relacionar aos ciclos de
expressdo de sintomas. Para as seéries de infeccbes assintomaticas foram
detectados ciclos semestrais para area 1, e para area 2, ciclos de quatro meses.

Quando consideradas as séries de infeccdo total as areas apresentaram
ciclos similares de trés meses. Esses ciclos podem ser relacionados com o ciclo de
multiplicacdo da bactéria dentro da planta, e implica que no Recdncavo da Bahia, a
CVC apresenta diversos ciclos de infeccdo ao longo de um ano. Sendo que as
condicBes climaticas sdo preponderantes para o aparecimento de sintomas, mesmo
considerando que ndo se conhece com exatidao o periodo de incubacdo da bactéria
(Laranjeira et al. 2003b). Para a série de brotac6es foram observados ciclos de seis
meses para area 1 e para area 2 ciclos de quatro meses.

Para a regido do Recdncavo Sul da Bahia os ciclos de dois e trés meses, para
as variaveis supramencionadas, diferem dos resultados encontrados por Laranjeira
et al (2003a), que observaram ciclos semestrais e anuais. Os autores relataram que
nao encontraram um padrdo ciclico na expressao de sintomas entre as regides
estudadas. Aléem disso, foi observado que a presenca do patégeno em arvores
assintomaticas é maior no sul do que no norte de Sdo Paulo. Segundo eles a razéo
para essa diferenca poderia estar relacionada com as condi¢cdes climaticas
regionais. A hipotese de Laranjeira et al. (2003a), foi confirmada por Gongalves et al.
(2014), que devido as diferencas climaticas a incidéncia e a severidade da CVC sao

mais elevadas na regido norte de Sdo Paulo do que na regiao sul.
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Em geral foram observados ciclos coincidentes das mesmas variaveis entre
as areas estudadas. Assim, procedeu-se a analise co-espectral com o intuito de
analisar se existia alguma correlacdo entre as variaveis e entre as areas.

Ao correlacionar a série expressao de sintomas da area 1 com a mesma série
da area 2, observou-se uma alta coeréncia, porém em periodos diferentes. Para a
série infeccOes assintomaticas entre a area 1 e 2 nao foi observada coeréncia. As
séries infeccdes totais das areas 1 e 2 foram coerentes com uma defasagem de dois
meses. Para as brotacfes observou-se uma coeréncia entre as séries, porém com
uma defasagem de 15 dias.

Para as séries que apresentaram coeréncia, porém em periodos diferentes, é
provavel que os fatores locais possam ser importantes para a expressao desses
ciclos. Dentre eles o vigor da planta, manejo e conservagdo do solo, presenca de
plantas invasoras, a infiltracdo e o armazenamento de agua no solo em niveis
adequados para a cultura de citros, fatores que proporcionam a fertilidade e a
produtividade ao longo do tempo (Azevedo 2014). As &reas estudadas
apresentavam diferencas nesses fatores citados, os quais poderiam influenciar na
defasagem dos ciclos.

Em citros a bactéria adere e coloniza o xilema, com a formag&o do biofilme
que obstrui o transporte da seiva da raiz para a parte aérea. Gongalves et al. (2014),
ao analisar o desenvolvimento de sintomas da CVC em trés niveis de irrigagdo na
regido norte de S&o Paulo, relataram que a irrigacdo reduziu sintomas da CVC em
arvores, especialmente o nimero de frutos sintomaticos por arvore.

Considerando a analise entre série brotacdes e as demais variaveis da
mesma area, apenas infeccbes assintomaticas e infecdo total para area 2

apresentaram coeréncia. Esperava-se que houvesse correlacdo entre brotacdes e
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sintomas, pois nas analises anteriores foi observado maior expressao de sintomas
no mesmo periodo de emisséao de brotacdes. Além disso, as brotacdes citricas séo
local preferido de alimentacdo das cigarrinhas (Miranda et al. 2008). Esses
resultados corroboram com os de Laranjeira et al. (2003a), que relataram a auséncia
de correlacao entre brotacfes e expressdo de sintomas.

Para as correlacdes entre dados climaticos, foram apresentados os resultados
no qual coincidiam os periodos nas duas areas. A correlacdo entre precipitacdo
versus infeccbes assintomaticas foi coerente para ambas as areas. A umidade
relativa versus brotacdes também apresentou ciclos coincidentes e foram coerentes.
E observou-se uma coeréncia entre a correlacdo de temperaturas meédias versus
sintomas.

Em geral os fatores ambientais, aspectos fisiolégicos do hospedeiro e biologia
do patdgeno podem estar associados a periodicidade destes ciclos. Os dados
climaticos indicam que o Recdncavo Baiano ndo apresenta longos periodos sem
chuva, favorecendo a interacéo patdogeno-hospedeiro nesse patossistema. O citros €
uma planta perene, e 0s pomares sintomaticos atuam como importantes fontes de
in6culo. Assim, a abundancia de inéculo durante o ano, devido as condicbes
climaticas favoraveis, e a presenca do vetor na regido favorece a disseminacéo da

CVC para as areas citricolas indenes.
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CAPITULO 4

Avaliacdo da ocorréncia de Xylella fastidiosa subsp. pauca no BAG
de citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas-
BA
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RESUMO
SILVA, I. P. Avaliacédo da ocorréncia de Xylella fastidiosa subsp. pauca no BAG de citros da

Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas-BA.

O objetivo desse trabalho foi quantificar o risco de dispersao associado com material de propagacao
na regido do Recdncavo Bahia, visando inferir a respeito da disponibilidade de in6culo da bactéria
Xylella fastidiosa subsp. pauca e sobre o risco de disseminacdo da CVC na regido. Para essa analise
foi necesséario definir a quantidade méxima de folhas para um maior teste da amostra X. fastidiosa
subsp. pauca fosse positiva pela técnica de gPCR.. Os resultados indicam que é possivel detectar o
patdgeno em amostras compostas artificialmente de até oito folhas quando apenas um delas esta
infectado. Todas as amostras testadas apresentaram-se positivas com Cts entre 26 e 33,
independente da quantidade de folhas por amostra ou variedade citrica. Ap0s a otimizacdo da
técnica, a presenca da bactéria Xylella fastidiosa subsp. pauca foi analisada por qPCR utilizando
sete folhas por amostra composta. As amostras foram coletadas de plantas matrizes no banco
germoplasma de citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Um total de 190 amostras de
variedades diferente foram coletadas. Todas as amostras apresentaram resultado negativo para a

presenca do patdgeno da CVC.

Termos para indexacéo: citros, CVC, biomassa hospedeira, mudas, gPCR.
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ABSTRACT
SILVA, I. P. Xylella fastidiosa subsp. pauca occurrence evaluation in Embrapa Cassava and

Fruits citrus germplasm bank in Cruz das Almas, Bahia

The objective of this study was to quantify the risk of dispersion associated with propagation
material in the Recdncavo region of Bahia, aiming to infer about the availability of inoculum of X.
fastidiosa subsp. pauca bacteria and the risk of spread of CVC in the region. For this analysis it was
necessary to determine the maximum number of leaves for a bulk sample test X. fastidiosa subsp.
pauca positive by qPCR technique. The results indicated that it is possible to detect the pathogen in
artificially constructed bulk samples of up to eight leaves when only one of them is infected. All
tested constructed samples were positive with Cts between 26 and 33, regardless of the number of
leaves per sample or citrus variety. After the technical optimization, the presence of Xylella
fastidiosa subsp. pauca was analyzed by qPCR using seven leaves in the bulk samples. Samples
were collected from the mother plants collection in the citrus germplasm bank of Embrapa Cassava
and Fruits. A total of 190 samples of different varieties were collected. All samples were negative

for the presence of the pathogen of CVC.

Index terms: citrus, CVC, host biomass, seedlings, qPCR.
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INTRODUCAO

A cultura de citros se destaca como um dos principais produtos agricolas da Bahia. Esse
estado é o segundo maior produtor do Brasil, com producao concentrada no Litoral Norte (70% da
producdo estadual) e no reconcavo sul (20% da producdo estadual). No Recéncavo da Bahia é
expressiva a area cultivada, com 62.303 hectares (IBGE, 2014), a grande maioria dos produtores
compreende agricultores familiares. Essa regido destaca-se na producédo tradicional de mudas de
citros utilizadas no Estado e em outras regides (Girardi et al., 2015).

A muda é o principal insumo de um pomar citrico. Ao garantir a sua qualidade sanitaria
contribuird com as medidas de controle da disseminacdo de doencas tais como a clorose variegada
dos citros (CVC) para areas indenes. Essa doenca é ocasionada pela bactéria Xylella fastidiosa, que
possui a capacidade de adesdo e colonizacdo dos vasos do xilema, com formacéo de biofilme que
obstrui o transporte da seiva da raiz para a parte aérea (Chatterjee et al., 2008). E um dos principais
patdgenos que afetam os pomares de laranja doce no Brasil, veiculada por insetos da familia
Cicadellidae e Cercopidae. E caracterizada por clorose foliar e reducdo no tamanho dos frutos, que
se tornam endurecidos e amadurecidos prematuramente, inadequados para o consumo (Santos filho
etal., 2010).

A transmissdo da bactéria via enxertia de borbulhas infectadas € um dos fatores que
favorecem a disseminacdo da bactéria. Assim como a producdo de mudas citricas a céu aberto, ou
seja, sem protecdo dos telados antiafideos (Coletta Filho & De Souza, 2014). No Recdncavo a
grande maioria dos viveiristas utilizam sementes e borbulhas obtidas na prépria propriedade ou na
regido do entorno do viveiro, e produzem mudas no chdo e a céu aberto, empregando praticas
culturais como enxertia por borbulhia (Girardi et al., 2015).

A Embrapa Mandioca e Fruticultura é responsavel pela melhoria da qualidade genética e
fitossanitaria do material propagativo. Impedir um surto de CVC requer um diagndstico sensivel
que permita a deteccdo precoce da bactéria. Assim é necessario avaliar periodicamente a presenca

da bactéria nas plantas basicas para o fornecimento de borbulhas, garantindo a sanidade do material
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propagativo. Dentro desse contexto o objetivo desse trabalho foi verificar o risco de dispersdo da
bactéria Xylella fastidiosa subps. pauca eventualmente associado ao material de propagacédo
produzido pela Embrapa Mandioca e Fruticultura.

A analise das amostras para deteccdo do patdgeno foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura de Cruz das Almas, BA. Inicialmente foi necessario
definir a quantidade maxima de folhas por amostra composta para que a presenca da bacteria fosse
positiva. Para o teste foram coletadas amostras de quatro variedades diferentes das plantas matrizes
do BAG de citros da Embrapa Mandioca e fruticultura: Laranja Pera, Lima &cida Tahiti, Tangelos
Page e Sincora. De cada variedade separaram-se amostras compostas de 1, 2, 4, 5, 6, 7 e 8 folhas
sadias, adicionando-se uma folha sintomatica de uma planta infectada proveniente de um pomar
citrico da regido com CVC. Para a composi¢cdo das amostras foram retirados os peciolos das folhas
e picotado, obtendo um pool de 300mg (miligramas) para fazer a extracdo de DNA. As extracdes
foram realizadas de acordo com o protocolo desenvolvido Murray & Thompson. (1980) (com
adaptacGes) [Anexo A]. Posteriormente foi realizado o teste de detecgdo da bactéria por qPCR.

Para deteccdo da bactéria em DNA extraido das plantas, utilizaram-se dois iniciadores
(primers) especificos de Xylella fastidiosa de citros. A sequéncia para o iniciador direto CVC-1
CIRev (5> AGA TGA AAA CAA TCA TGC AAA 3’) foi desenvolvido por Pooler & Hartung
(1995), e o iniciador inverso CCSM-1 CIFo (5’ GCG CAT GCC AAG TCC ATA TTT 3’) foi
obtido por Oliveira et al. (2002). A sonda Tagman utilizada para detectar o alvo foi a TAQCVC
(6FAM) AAC CGC AGC AGA AGC CGC TCA TC (MGBNFQ) descrita pela primeira vez, com
base na sequéncia alvo, por Oliveira et al. (2002), e tem a capacidade de detectar especificamente o
DNA alvo. Para as reacdes de amplificagéo foi preparado um mix contendo 1,08 pl de cada pimers;
0,54 ul da sonda probe; 6,75 ul da sonda Tagman; 2,0 ul do DNA alvo e completado com agua
MiliQ autoclavada a um volume final de 13 pL. Reagdes como controle negativo foram realizadas
utilizando H,O livre de nucleases como amostra. As condi¢des da gPCR foram realizadas de acordo

com Oliveira et al. (2002).
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Apbs os resultados da otimizacéo do protocolo de extracdo e do g°PCR foi utilizado um pool
de sete folhas nas analises das plantas matrizes do BAG de citros da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. Para os testes foram amostradas 190 cultivares diferentes [Anexo B], as folhas foram
coletadas nos diferentes quadrantes da planta e testadas para a presenca de Xylella fastidiosa subsp.
pauca.

E possivel detectar o patogeno em folhas assintomaticas coletando-se amostras compostas
de até oito folhas. Em citros o Ct correspondente para a deteccdo da bactéria xylella fastidiosa
apresenta um limiar dentro de 40 ciclos de PCR (CT <40) (Oliveira et al., 2002). Neste
experimento, as amostras com um aumento no sinal fluorescente acima de um limiar pré-definido
dentro de 37 ciclos de PCR foram consideradas positivas (CT < 37). Todas as amostras
apresentaram-se positivas com Ctsentre 25 e 33, independente da quantidade de folhas por amostra

ou variedade citrica (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de Ct (cycle threshold) obtidos para o teste de quantidade méaxima de

folhas por amostra na detec¢do da bacteria Xylella fastidiosa subsp. pauca

Variacao da Valores de Ct
quantidade de Laranja Péra Lima acida Tangelo Page  Tangelo Sincora
folhas .
Tahiti
1 30,2 31,7 31,1 29,9
2 28,2 31,9 25,1 30,4
4 29,6 30,1 30,2 29,6
5 28,5 30,9 29,1 32,9
6 31,5 30,5 28,5 26,8
7 29,0 31,4 30,9 27,7
8 29,0 32,9 27,18 28,4
Controle Indeterminado

De acordo com Pooler &Hartung (1995), a técnica PCR permite a deteccdo de X. fastidiosa

em tecido de plantas tdo pouco quanto 10-100 bacterias por reacdo de amplificacdo. Em plantas



90
assintomaticas de citros de 2 a 8 meses Oliveira et al. (2002), constataram através da técnica gPCR,
que a populacdo bacteriana aumenta de acordo com a idade da folha. Patogenos sistémicos como
Xylella fastidiosa podem estar presentes em plantas sadias e muitas vezes sobrevivem no
hospedeiro sem sintomas.

Para o banco de plantas matrizes de citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura das as 190
amostras de cultivares diferentes analisadas apresentaram resultado negativo para a presenca de
Xylella fastidiosa subsp. pauca. Esse resultado negativo estd de acordo com os estudos de Velame
et al. (2011), que demonstraram, através da técnica de PCR convencional, que as plantas matrizes e
mudas da borbulheira da Embrapa Mandioca e Fruticultura ndo estavam infectadas com CVC ou
HLB (Huanglongbing).

Destacando a importancia da citricultura na regido, urge a necessidade de controle na
producdo e fornecimento de material propagativo com seguranga fitossanitaria. O diagnéstico da
CVC nas mudas através dos sintomas visuais € inviavel, uma vez que o periodo de incubacdo do
patdégeno € no minimo de 6 meses até no maximo de 14 meses (Laranjeira et al., 2003).

A indexacdo de plantas pode ser feita através de varios métodos como detecgdo da presenca
do DNA/RNA do patdgeno por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sorologia por ELISA,
exame de amostras no microscopio eletronico (Meissner Filho, 2010). Impedir um surto de CVC
requer um diagnostico sensivel que permita a deteccdo precoce da bactéria. O método baseado na
reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR) é um método sensivel e especifico para
deteccdo da bactéria. O qPCR possibilita a quantificacdo em tempo real do DNA amplificado, em
cada ciclo de amplificacdo, utilizando iniciadores (primers) que irdo reconhecer sequéncias
especificas no DNA da bactéria Xylella fastidiosa (Nascimento et al., 2010).

O principal meio de disseminacdo da CVC ¢ através de mudas citricas contaminadas. As
plantas infectadas mesmo sem apresentar qualquer sintoma sdo fontes de indculo da bactéria.
Recentemente um levantamento realizado pelo Fundecitrus (2015), relatou uma queda de 94% da

incidéncia de CVC em plantas jovens. Os pesquisadores relataram que esses indices foram
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alcancados devido a mudanca no sistema de producdo de mudas citricas, que permitiu que as
plantas fossem introduzidas mais saudaveis nos pomares.

A analise das plantas do matrizeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura via gPCR
demonstrou auséncia de produtos de amplificacdo ou sinal fluorescente em reagdes contendo o
DNA gnémico para CVC. Dentro desse aspecto ndo ha risco de dispersdo associado a material de
propagacdo proveniente do Banco de plantas matrizes de citros da Embrapa Mandioca e

Fruticultura.
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CONSIDERACOES FINAIS

A disseminacdo da Clorose Variegada dos Citros nos pomares do
Reconcavo Baiano requer a atencédo de autoridades competentes para a difuséo
de estratégias de manejo da praga ao agricultor. O padréo espacial das plantas
afetadas nado apresentou diferencas marcantes entre as areas avaliadas,
indicando em ambos 0s casos uma tendéncia a agregacédo. Esses resultados nao
apresentaram diferenca dos encontrados em outras regides do Brasil, podendo
ser caracterizado como levemente agregado. A elevada incidéncia de plantas
afetadas era esperada, pois foi neste municipio que se detectou o primeiro foco
da CVC no Recbncavo da Bahia. Os resultados deste trabalho ndo foram
gualitativamente distintos dos observados no Litoral Norte da Bahia.

Para o padrao temporal da doenca observou-se que os ciclos coincidentes
das variaveis ramos sintomaticos e brotacdes podem estar relacionados com 0s
fatores locais de cada propriedade. Além disso, houve disponibilidade de indculo
e de biomassa hospedeira ao longo de todo o ano, o que requer a adocdo de
medidas de manejo integrado durante todo o ano.

N&o ha risco de disperséo associado a material de propagacao proveniente
das plantas matrizes do Banco Ativo de Germoplasma de citros da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. No entanto observa-se ainda a producao de mudas a céu
aberto na regido, sem garantia fitossanitaria. Dentro desse contexto, € necessario
0 incentivo, a viabilizagcdo por parte do governo aos pequenos agricultores para
producdo de mudas sadias protegidas por telados antiafidicos.

Apesar da maioria dos produtores da regido do Recbncavo ser de
agricultores familiares € necessario conscientizar os mesmos para a realizagéo do
manejo integrado das areas afetadas. Para as regifes do Brasil que possuem a
CVC, medidas como utilizacdo de mudas sadias, controle do vetor e poda ou
eliminacdo de plantas doentes foram suficientes para redugcéo da CVC em 82%
no indice de plantas contaminadas. Assim, faz-se necessaria a criagdo um
pacote de medidas para o Recbncavo Baiano, que apresenta baixas condicdes
tecnologicas na producao de citros, para obter a redugédo do impacto da CVC e
evitar a saida do produtor da citricultura.
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ANEXO A - Protocolo de extragdo de DNA segundo Murray e Thompson

(1980) (com adaptacdes)

© N o O

10

11
12
13
14
15
16

Picotar 300mg (miligramas) de peciolos ou nervura central de folhas e colocar
em tubo de 2mL.

Adicionar 625 pL do Tampao 1 e em seguida adicionar 2 esferas de acgo inox
de 5mm.

Homogeneizar as amostras no macerador de tecidos “TissuelLyser” utilizando
a ciclagem: 2 ciclos de 3 minutos, a 30 hertz, cada.

Adicionar 725 pL do tampdo 2 e misturar em agitador de tubos ou por
inversao.

Incubar por 30 min a 60 C° em forno ou estufa (banho maria).

Centrifugar por 5 min a 10.000 RPM.

Transferir 600 pL do sobrenadante para um tubo de 1,5 mL.

Adicionar 500 pL de acetato de potassio 5M, agitar vigorosamente e incubar
por 20 minutos em gelo.

Centrifugar por 10 minutos a 14.000 RPM e remover 900 pL do sobrenadante
para um novo tubo de 1,5 mL.

. Adicionar 600 pL de Alcool Isoproponal Absoluto gelado e homogeneizar por
inversao.

.Centrifugar 5 minutos a 13 RPM e descartar o sobrenadante.

. Lavar o precipitado com 300 pL de etanol 70%.

. Centrifugar por 5 minutos a 14.000 RPM e descartar o sobrenadante.

. Secar o pelete em forno ou estufa a 37 C° por 15 minutos.

. Dissolver o pelete em 30 pL de 1/10 TE/RNAse.

. Incubar por 30 minutos a 37 C° em forno estufa.
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ANEXO B - Tabela das plantas basicas do matrizeiro da Embrapa Mandioca

e Fruticultura.

NUMERAC;AO ESPECIE NOME DA CULTIVAR | QUANTIDADE
PB 001 Laranja Bahia 101 2
PB 002 Laranja Baianinha 03 2
PB 003 Laranja Salustiana 2
PB 004 Laranja Lima 2
PB 005 Laranja Rubi 2
PB 006 Laranja Mel Rosa 2
PB 007 Laranja Cara Cara 2
PB 008 Laranja Aquiri 2
PB 009 Laranja Barao 2
PB 010 Laranja Jaffa = Shamouti 2
PB 011 Laranja Kona 2
PB 012 Laranja Lima Verde 2
PB 013 Laranja Russas 01 2
PB 014 Laranja Russas 02 2
PB 015 Laranja Russas 03 2
PB 016 Laranja Russas 04 2
PB 017 Laranja Russas 05 2
PB 018 Laranja Russas 06 2
PB 019 Laranja Russas 07 1

PB 019 A Laranja Russas 08 1
PB 020 Laranja Sanguinea 2
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PB 021 Laranja Sincora

PB 022 Laranja Sunstar

PB 023 Laranja Hamilin 20

PB 024 Laranja Natal 112

PB 025 Laranja Pera D6

PB 026 Laranja Pera D9

PB 027 Laranja Pera B12

PB 028 Laranja Pera C21

PB 029 Laranja Pera B12

PB 030 Laranja Pera D25

PB 031 Laranja Pineapple

PB 032 Laranja Cara Cara Variegada =

Rubra Cara

PB 033 Laranja Lima Sukkari

PB 034 Laranja Westin

PB 035 Laranja Flor

PB 036 Laranja Valéncia Delta

PB 037 Laranja Valéncia Tuxpan

PB 038 Laranja Valéncia
Miontemorelos

PB 039 Laranja Folha Murcha

PB 040 Laranja Valéncia Midknigth

PB 041 Laranja Diva

PB 042 Laranja Lui Gin Gong
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PB 043 Laranja Comum da GM

PB 044 Laranja Hamilin 02

PB 045 Mexerica Mexerica

PB 046 Hibrido (Clem. X Fremont

Ponkan)

PB 047 Tangerina Ponkan

PB 048 Tangerina Swatow

PB 049 Tangerina Clemenules

PB 050 Tangerina Dancy

PB 051 Tangerina Sumb

PB 051 A Tangor Tangerina X Tangor

Fallglo

PB 052 Tangor BRS Salibe = Murcott
CNPMF

PB 053 Tangor Murcoti

PB 054 Tangor Murcot Afure

PB 055 Tangelo Mineola

PB 056 Tangelo Nova

PB 057 Tangelo Page

PB 058 Tangerina Tangor BRS Piemonte

PB 059 Tangor Ortanique

PB 060 Mexerica Montenegrina

PB 061 Pomelo Flame

PB 062 Lima Acida Malay Lemon
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PB 063 Lima Acida Tahiti BRS Passos
PB 064 Lima Acida Tahiti Chapada
PB 065 Lima Acida Tahiti CNPMF 01
PB 066 Lima Acida Tahiti CNPMF 02
PB 067 Lima Acida Tahiti CNPMF 2000
PB 068 Lima Acida Tahiti CNPMF 2001
PB 069 Lima Acida Tahiti Bearss
PB 070 Lima Acida Tahiti Persian
PB 071 Lima Acida Tahiti CNPMF 5059
PB 072 Limao Fino

PB 073 Lima da Pérsia

PB 074 Lima Doce de Umbigo
PB 075 Limé&o Cravo Sta. Cruz
PB 076 Tangerina Sunki Tropical
PB 077 Citrandarin Indio

PB 078 Citrandarin Riverside

PB 079 Citrandarin San Diego

PB 080 Citrange C35

PB 081 Citrange Troyer

PB 082 Citrumelo Swingle

PB 083 Citrange Rusk

PB 084 Limao Galego
PB085 Tangerina Cleopatra

PB 086 Limao Rugoso
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PB 087 SK x TR 001

PB 088 TSKC x CTSW 033

PB 089 LYK x L CR 038

PB 090 HTR 051

PB 091 TSKC x (L CR X TR)
059

PB 092 HTR 069

PB 093 TRKC x TRFD 003

PB 094 TRKC x CTSW 028

PB 095 TSKC x CTTR 002

PB 096 TSKC x CTSW 041

PB 097 TSKC x TRF 006




