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Citricultura Brasileira

O Brasl! é lider global:
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Laranja é o suco mals consumido do mundo
Laranja 35%

Maca 16%
Mix de frutas 1096

4

D uss 6,5bilhdes — U 3%
é 0 PIB do setor citricola — Péssego 4%
Abacaxi 3%
a uss %, 39 bilhoes I ?r:?wgb:nv 22::
530 gerados no mercado interno I—I: vy 66
e uss 2y 4 3 bilhdes De todo o suco produzido...
Ao mercado extemo 98% da producao nacional & exportada
70% das exportacdes tém como destino a Europa
e uss 676 milhoes 20% das exportagdes vao para os Estados Unidas

# amassa salarial do setor 10% das exportacdes vao para outros 130 paises



Desenvolvimento da Citricultura no Parana

Zoneamento da Cultura de Citros, exceto Limas Acidas

« 29 mil ha (Laranja)
« 33 toneladas hat

« > 950 mil toneladas de Laranja
IBGE (2014)
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Desafios para a Citricultura no Parana

Cancro citrico Pinta preta _HLB Mosca negra
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Distribuicao do HLB no Mundo

B Candidatus Liberibacter africanus and Trioza erytreae

B Candidatus Liberibacter asiaticus and Diaphorina citri
Candidatus Libenbacter asiaticus, Candidatus Liberibacter americanus, and

. Diaphorina citri

. Candidatus Libenbacter africanus, Candidatus Liberibacter asiaticus, Diaphorina
citri, and Trioza eryireae

B Diaphorina citri only
frioza eryireae only



Historico da HLB no Brasil

2004
e Primeiro relato do HLB no Brasil
» Duas espécies da bactéria presentes
Candidatus Liberibacter asiaticus
Candidatus Liberibacter americanus
e Ca. L. americanus detectado em murta (Murraya paniculata)
» Doenca presente nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais

2005

e Publicacao, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA, da Instrucao Normativa N° 10, de 18/03/05, sobre medidas para
levantamento, controle e erradicacao do “greening”.




Historico da HLB no Brasil

2006

» Publicacao pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Parana -
SEAB-PR de resolucao proibindo o comércio e plantio de Murta

» Publicacao, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA, da Instrucao Normativa N° 32, de 29/09/2006, revogando Instrugao
Normativa N°© 10, de 18/03/05 sobre medidas para levantamento, controle e
erradicacao do “greening”.

2007
e HLB presente no Parana — Proibicao do comércio de mudas citricas produzidas
fora de ambiente protegido (conforme Instrucao Normativa N°© 32, de 29/10/2006.)

2008

e Publicacao, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA, da Instrucao Normativa N° 53, de 16/10/2008, revogando a Instrucao
Normativa N© 32, de 29/09/2006 sobre medidas para levantamento, controle e
erradicacao do “greening

2012
* “"HLB presente no estado da Bahia, regiao Nordeste do Brasil”




Huanglongbing no Brasil

Estado de Sao Paulo
2004 - 45 municipios

A

e s 3 . Estado do Parana
dp 5 2007 - 3 municipios

Julho de 2010
253 em Sao Paulo, 4 em Minas Gerais e 54 no Parana




Estimates HLB disease incidence doubled from
2010 to 2011 (Mike Irey, USSC)

Estimated % of Trees Infected Statewide Florida
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EVOLUCAO DO HLB EM SAO PAULO

¢

Incidéncia ‘ L
em talhoes : 5
(0,03%)

Y

Noroeste
0,1 oE

(0,0008%)

Centro

Noroeste
0,68%

i

4 Sudeste
da ¢ a atengio que o produtor dara a 24,7%
presenca das plantas afetadas no po-
mar”, afirma Cicero.

O levantamento, que foi feito
com recursos do Fundecitrus, teve
o objetivo de identificar a incidén-
cia da doenga em todas as regides do
parque citricola e elaborar um qua-
dro de sua gravidade em um curto
espago de tempo. Os inspetores per-
correram 320 cidades, vistoriando
8.016 talhdes a 10%, ou scja, para

cada dez linhas de plantas, uma foi ~
inspecionada. Ao todo, 2,37 milhdes Evo l u gao
de arvores foram examinadas.

A metodologia foi elaborada junta-

mente com o professor José Carlos Bar- 4 O ~

bosa, do Departamento de Estatistica da I

Faculdade de Ciéncias Agrarias ¢ Ve- ' . A ! 2 4 O 1 (y d ~

terinarias da Unesp de Jaboticabal. Os 0 O S ta_ O e S
]

numeros podem ser maiores do que os
o dos, em razio, princi

te, de as inspegdes terem ocorrido sem (o) = ~
ey | Le SOXeespses | Aumento de 30% em relagéo a

de dificil deteccdo quando os inspetores
encontram-se no solo. Mas o trabalho

cumpriu sua meta de fazer um retrato 0 2 O O 8
do greening no Estado, o que vai auxi- e

liar nas agdes de controle da doenca ¢ . . .1

de orientagdo a citricultores. L
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EVOLUCAO DO HLB EM SAO PAULO - Plantas

com HLB
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EVOLUCAO DO HLB EM SAO PAULO
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Evolucao do HLB no Parana

Jul/2011
69 municipios




Evolucao do HLB no Parana

Jan/2012
76 municipios




Evolucao do HLB no Parana

Jul/2012
83 municipios




Evolucao do HLB no Parana

Foz do Iguacu ;

89 municipios
em 2014
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Evolucao do HLB no Parana

l

13
2011

Até 5000 plantas 5001 até 10000 10001 até 1500015001 até 25000
25001 até 4500045001 até 70000 Acima de 70000

Incidéncia acumulada de Huanglongbing em citros estratificada pelo
tamanho das propriedades (numero de plantas) no periodo entre 2010 e
2014 - Nucleos Regionais de Maringa e Paranavai




Sintomas - folhas

» Folhas com aspecto mosqueado

» [Espessamento da nervura central

> Secaderamos




Sintomas - frutos

» Frutos pequenos

» Com aspecto mosqueado

> Deformados

» Coloracéo invertida

> Abortamento de sementes



Arvores adultas: HLB Evolucao dos Sintomas




HLB - Dispersao

Floresta Pomar Afetado
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Pomar Afetado

» Efeito de Pomares Vizinhos Afetados

Source: Renato Bassanezi (Fundecitrus)



Maio/2005 (27.4%)

9 Meses
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Pomar Afetado

Agosto/2004 (0.6%)

Source: Renato Bassanezi (Fundecitrus)



Etiologia do HLB

Distribuicao lenta na planta, mas com
movimento decendente rapido

e Candidatus Liberibacter asiaticus — Asiatico
e (a. L. africanus - Africano
e (a. L. americanus - Americano



Estudo da Diversidade da Bactéria do

HLB no Parana

Primers Patogeno Sequéncia Programa Amplicon
HP1/Lplc Ca. L. asiaticus  5-GATGATAGGTGCATAAAAGTACAGAAG-3* 40 ciclos
Gene omp 5—AATACCCTTATGGGATACAAAAA-Z 92°C - 40s
(BASTIANEL et al., 2005) 55°C - 40s 2400pb
72°C — 3min
e 72°C - 10min
A2/J5 Ca. L. asiaticus 5-TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT-3 35 ciclos 703pb
Gene Ca. L. africanus 5-ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA-3’ 94°C - 30s 669pb
Gene rplAJ (HOCQUELLET et al., 1999) 62°C - 30s
72°C - 60s
OMP1F/ Ca. L. asiaticus 5-GATGATAGGTGCATAAAAGTACAGAAG-3 40 ciclos
OMP1R 5-AATATTAAGCGTTGTCGGAG-3’ 92°C - 40s
Gene omp (AHMAD et al., 2009 ) 55°C - 40s 600pb
72°C — 3 min

e 72°C - 10min




China (AY842429.1)

Arvore filogenética construida utilizando Taiwan (ABA8O106.1)
as sequéncias parciais do gene omp de

Filipinas ( AY842431.1)

‘ . . . g ; . Tailandia (AY842432.1)
Ca. Liberibacter asiaticus’, obtidas de e

amostras dos estados do Parana e Sao Cuba (JF811345.1)

Paulo. S&o Paulo - Avaré (135)
Parana - Rolandia (309)

Parana - Bom Sucesso (790)

100% de identidade: Parand - Ibipora (757)
Parana - Distrito de Paiqueré (748)
Cuba (JF811345.1) Parané - Sta. Cecilia do Pavao (738)
Indonésia (AB480132.1) Parana - Sta. felena (059)
Parana - Jataizinho (573)
Tailéndia (AY842432 5 1) Parana - Sertaneja (540)

. o~ Parana - Jataizinho (410)
Vletna (AB480114) Parana - Arapongas (317)
F|I|p|naS (AY842431 1) Parana - Comnélio Procépio (302)

. Parana - Sto.Antonio do Paraiso (251)
Chlna (AY842429 1) Parana - Cambé (215)
Japéo (AB48O 10 i 1) Parana - Sertandpolis (121)

Parana - Pitangueiras (45)
Parana - Rolandia (35)
99% de identidade: Parana - Alto Parana (16)
Parana - Paranavai (10)
Nepal (AY842430 1) Parana - Paranavai (3)
|ré (HQ2672291) ] Parana - Alténia (1)
Nepal (AY842430.1)
Malasia (EU224395.1; GFB-Selangor (EU224395.1)

GFB-Pummelo (EU371108.1)

EU371108.1)
india (AY642159.1)




Arvore filogenética construida utilizando
as sequéncias parciais do gene rplAJ

de ‘Ca. Liberibacter spp.’ obtidas de
amostras dos estados do Parana e Sao
Paulo.

100% de identidade:
Guangdong na China (JN211015.1)
Florida (EU265648.1)
Indonésia (AB490691.1)
Sao Paulo (DQ471904)

999% de identidade:
Yunnan na China (JN211020.1)
Ira (JF261098)

80% com 'Ca. L. africanus’ (U09675.1)

78% com 'Ca. L. solanacearum’ (EU834131-1)
76% com 'Ca. L. africanus subsp. capensis’
(AF248498.1) |
72% com 'Ca. L. americanus’ (EF122254.1)

Flérida - EUA (EU265648.1)

Poona - india (M94319)

llha de Java - Indonéesia (AB49691.1)
Guangdong - China (JN211015.1)
Yunnan - China (JN211020.1)

Sé&o Paulo - Descalvado (DQ471904.1)
Parané Londrina (748)

Parana - Rolandia (350)

Parana - Prado Ferreira (335)

Parana - Bela Vista do Paraiso (330)
Parana - Arapongas (317)

Parana - Rolandia (311)

Parana - Pitangueiras (305)

Parana - Cornélio Procopio (302)
Parana - Rolandia (300)

Parana - Cambé (266)

Parana - Astorga (263)

Parana - Sabaudia (259)

Parana - Rolandia (256)

Parana - Prado Ferreira (253)

Parana - Sto. Antonio Paraiso (251)
Parana - Sabaudia (239)

Parana - Sabaudia (233)

Parana - Bandeirantes (232)

Parana - Cambé (215)

Parana - Pitangueiras (175)

Parana - Rolandia (157)

Parana - Sabaudia (152)

Parana - Rolandia (150)

Parana - Cambé (147)

Sao Paulo - Avaré (135)

Parana - Alto Parana (119)

Parana - Sabaudia (109)

Parana - Cambé (76)

Parana - Rolandia (18)

Parana - Alto Parana (16)

Parana - Paranavai (10)

Parana - Alténia (2)

Ira (JF261098.1)

Ca. Liberibacter africanus subsp. capensis (AF248498.1)
Ca. Liberibacter africanus (U09675.1)
Ca. Liberibacter solanacearum (EU834131)
Ca. Liberibacter americanus (EF122254.1)



Hospedeiros da Bacteria do HLB

Todas as espécies citricas sao susceptiveis/hospedeiras

Altamente susceptiveis: laranjas

Moderadamente susceptiveis: pomelos, limoes e laranja
azeda

Tolerantes: limas, toranja, poncirus

Diversas espécies da familia Rutaceae, envolvendo pelo
menos 14 diferentes géneros, sao hospedeiras da bactéria




Plantas Hospedeiras

Murta

* hospedeiro preferencial
para o psilideo



Plantas Hospedeiras

Severinia buxifolia

* hospedeiro para a bactéria e
para o psilideo Asiatico




Amostras de citros por hospedeiro submetidas para analise de PCR para

diagndstico de ‘Ca. Liberibacter spp.’ durante o periodo de agosto de 2007
a agosto de 2011 — Laboratério Diagnostico/IAPAR

> Total de amostras examinadas: 728

NUumero de amostras

400
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Idade das plantas de citros submetidas a analise de PCR para diagnéstico de

‘Ca. Liberibacter spp’. e incidéncia da doenca, durante o periodo de agosto de
2007 a agosto de 2011 — Laboratoério Diagnoéstico/IAPAR

250

B Numero de amostras
200

B Amostra positiva

150

100

NUmero de amostras

50 1

0-2 35 6-10 11-15 16-20 N&o identificado

Idade da planta




Transmissao e Disseminacao

A bactéria somente € transmitida por inseto vetor
(Diaphorina citri) ou material propagativo na enxertia
(gemas ou borbulhas).

A disseminacao se da por meio de mudas contaminadas,
de citros ou de murta.



http://www.apsnet.org/online/feature/HLB/view.asp?ID=913

Diaphorina citri

Pouco eficiente na transmissao da bactéria
Fases que adquire: 4° e 5° instares ninfais e adultos
Aquisicao: 30 minutos

Laténcia: 8 a 12 dias (21 dias)

Somente adultos transmitem (até o final da vida)

Transmissao: 1 hora ou mais

Nao ocorre transmissao transovariana
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MANEJO DO HLB NO PARANA

MUDA SADIA
PRODUZIDA EM TELADO
(Em area de baixa pressao de inoculo)

/ \

INSPECOES DE POMARES

/[ \

CONTROLE DO VETOR ELIMINACAO DE PLANTA DOENTE




MANEJO DO HLB

1. Plantio de Mudas Sadias

Producao de mudas somente em ambiente
protegido (em area de baixa presséao de
Inoculo)

Instrucao Normativa N© 10,
de 18/03/2005

Instrucao Normativa N© 32,
de 29/09/2006

Instrucao Normativa N° 53,
de 16/10/2008




Plataforma de 2 Inspetores - Top

2. Inspecao de pomares K

Inspecao de Chao
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MANEJO DO HLB

3. Controle 4. Eliminacéao de
do vetor plantas doentes

Instrucao Normativa N© 53,
de 16/10/2008




RECOMENDACOES GERAIS PARA

PREVENCAO E CONTROLE

Producao de material propagativo em telado
Plantio de mudas sadias produzidas em telado
Inspecdes periddicas dos pomares

Eliminacao de plantas doentes

Controle do vetor

Nao aplicar produtos que possam mascarar 0S
sintomas de HLB (coquetel de nutrientes)

Nao podar plantas doentes

Eliminacao de murta e outras plantas hospedeiras
da propriedade ou vizinhanca



Padrao temporal das plantas com sintomas de HLB

- Pomar sem controle
sob alta pressao de

indculo externo
Pomar com controle

sob alta presséao de

indculo externo
— Pomar com controle

sob média pressao

de in6culo externo
- Pomar com controle

sob baixa pressao

HLB (proporcao)

Incidéncia de plantas com sintomas de

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Anos apos aprimeira plantacom sintomas de HLB



Desenvolvimento de plantas transgénicas para
resisténcia ao HLB

APP/IAPAR

Nao existe resisténcia ao HLB entre as
variedades comerciais de citros

Desenvolvimento de plantas
transgénicas seria a Unica forma de
obter plantas de variedades comerciais
de citros com resisténcia ao HLB

Projetos financiados pelo Trabalhos de transformagao
FINEP, FUNDECITRUS e de plantas iniciados em 1998
CNPg para resisténcia ao cancro

citrico



Protocolo de regeneracao de planta

Kobayashi et al. 2003 Plant Cell, Tissue and Organ Culture



Sistema de obtencao de planta transformada

Selecao de transformante Microenxertia




Desenvolvimento de plantas transgénicas para

resisténcia ao HLB APP/IAPAR

Transformacado

MENER

STX/Ata

+ de 100 eventos de copa e
porta-enxerto transgénicos
estao em teste



Desenvolvimento de plantas transgénicas para

resistencia ao HLB APP/IAPAR

100% -

80% -

60% -
M Inseto

40% - i Enxertia

% de plantas infectadas

20% -

=

(- sl

0% -
Controle  STX3 STX5 STX11 STX12 STX13



Desenvolvimento de plantas transgénicas para

resisténcia ao HLB

APP/IAPAR

Transgénicas - stx Nao transgénica



Desenvolvimento de plantas transgénicas para

resistencia a CVC APP/IAPAR

100 -
90 -
80 -
70 -

60 -

50 - ® Symptons
40 - PCR

30 -

20 -

AR

0 . . . . . !

Control Stx3 Stx5 Stx1l Stx12 Stx13




Desenvolvimento de plantas transgenicas para
resisténcia a CVC

Symptoms of CVC in leaves of citrus plants inoculated with
Xylella fastidiosa. A) Non-transformed control plants and B)
transgenic plants (STX-12).



Desenvolvimento de plantas transgénicas para

resisténcia ao Cancro Citrico

Incidéncia de folhas com lesoes
100,0

90,0

80,0

70,0

60,0

50,0

40,0

30,0

Incidéncia de cancro citrico em
folhas (%)

20,0

10,0

0,0

stx3 stx5 stx11 stx12 controle

Incidéncia de cancro citrico em folhas de plantas transformadas com o gene STX-IA
e ndo transformadas (controle), 32 dias apds a inoculacdo. Cada valor equivale a
valores médios obtidos de 20 folhas de sete plantas por tratamento. *Médias com o
mesma letra ndo sao significativamente diferentes a (P 20,05) pelo teste de Duncan.
Dados transformados em "Log x" na base 10. CV: 14,58%



Desenvolvimento de plantas transgénicas para

resisténcia ao Cancro Citrico

15,00
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Stx-3 Stx-5 Stx-11 Stx-12 Stx-13 Control

Severidade de cancro citrico (média de lesdes/folha) em plantas
transformadas com o gene STX-IA e ndo transformadas (controle). *Médias
com o mesma letra ndo sao significativamente diferentes a (P 20,05) pelo

teste de Tukey.



Desenvolvimento de plantas transgénicas para
resisténcia ao Cancro Citrico
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Novas Atividades

Avaliacao de plantas transgénicas para resisténcia a
doencas microbianas de citros em condicO0es de campo

P—T







