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- AGRICULTURA

Inseto € usado
para eliminar
transmissor

do greening, uma
das doencas mais
graves dos citros

Marcos de Oliveira

A laranjeira
doente
apresenta falhas
amareladas e
frutas que nao
amaduracem

omecam a surgir solugdes para a mais

cruel doenca da citricultura brasi-

leira conhecida por um complicado

nome em chinés, huanglongbing, ou

ainda greening, em inglés, que ji se

mostrou mais agressiva que outras
enfermidades dos laranjais como o cancro citrico
ou a clorose variegada dos citros. Novas formas
de combaté-la sdo muito bem-vindas, porque a
indicacao hoje é simplesmente arrancar a planta
com raiz e fazer severas pulverizacdes de inseti-
cidas. Ja foram erradicados cerca de 14 milhoes
de plantas de laranjeiras de 2005 a 2011.

A mais nova solugdo para conter essa epidemia
agricola prevé o combate ao inseto transmissor da
bactéria Liberibacter, que causa a doenca. Conhe-
cido como psilideo (Diaphorina citri), ele pode
ter sua populacdo diminuida por meio de manejo
ecologico com o uso de uma vespa, a Tamarixia
radiata, que ndo causa danos a agricultura e ao
homem. Essas vespas parasitam os psilideos ainda
jovens - quando estio na fase de ninfa e nio voam
- ao colocar ovos no corpo do inseto transmissor
da doenca. As vespas depois de sairem do ovo des-
troem o ser parasitado. O ciclo de reproducao da
Tamarixia e do psilideo foi obtido por uma equipe
do professor José Roberto Postali Parra, da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalq)
da Universidade de Sdo Paulo (USP). Em estudos
realizados no municipio de Araras (SP), a soltura
davespa em pomares da regido teve resultados en-
tre 51% e 72% de eliminacéo das ninfas do inseto.

0O dominio da técnica se completou em 2011,
por meio de estudos desenvolvidos pela equipe
de entomologia da Esalq, que conta com 10 pes-
quisadores, num projeto financiado pelo Fundo
de Defesa da Citricultura (Fundecitrus), entida-
de mantida pelos produtores. Atualmente, para
manter o experimento, sio produzidos de 60
mil a 100 mil vespas por més na Esalqg. Elas sao
liberadas no campo em areas com altas popula-
coes de Diaphorina citri, numa relacdo de 400
vespas por hectare.

O problema com esse tipo de manejo ja veri-
ficado em estudos preliminares pelo professor
Parra, que tem parcerias também com o Instituto
Agronomico (IAC), o Instituto Biologico de Sao
Paulo e a Universidade da California, em Davis,
nos Estados Unidos, ¢ que a vespa migra ¢ mor-
re em areas onde existe a aplicacdo de produtos
quimicos para controle da praga. Assim, enquan-
to continua a aplicacdo macica de inseticidas
em dreas comerciais, as liberacdes estdo sendo
realizadas em dreas de murta (Murraya pani-



culata), uma planta ornamental usada
em cercas vivas e pertencente & mesma
familia dos citros, também hospedeira
da doenca, em pomares abandonados e
dreas de plantacdes orgénicas de citros.

“Em funcdo dos resultados da pesqui-
sa, € possivel recomendar como tatica de
controle do psilideo a aplicacdo de in-
seticidas apenas no periodo de repouso
vegetativo (periodo de menor atividade
metabdlica da planta com queda de fo-
lhas) das plantas citricas”, diz Parra. A
adocdo dessa téenica permite que a li-
beracdo de Tamarixia radiata possa ser
realizada também em areas com apli-
cacdo de inseticidas, atuando de forma
complementar a acdo desses produtos.

Uma série de alternativas para elimi-
nar o psilideo ainda estda em estado ini-
cial de estudo. “Uma delas é o uso de
bactérias que interferem no comporta-
mento e na biologia dos insetos, além de
fungos que podem ser utilizados como
agentes de controle”, diz Parra. Esse ti-
po de controle biologico € feito de for-
ma semelhante a inseticidas industriais
com a aplicagdo de fungos misturados a
dgua, sobre os insetos e nas plantacdes. O
fungo é inerte para os vegetais e ao ho-
mem, mas parasita tanto o inseto adulto
como as ninfas, deixando-os secos como

se estivessem mumificados. A
equipe de Parra leva em conta
possivel isolamento de ferom6-
nios sexuais, substancias secreta-
das pela fémea para atrair insetos
machos, que poderiam ser usa-
dos em armadilhas para diminuir
a populacdo do psilideo.

as goiabeiras reside uma outra pos-

sivel solucdo para barrar a inves-

tida do transmissor da bactéria.
“Elas produzem algumas substincias
voldteis que repelem o inseto, como foi
observado inicialmente no Vietnd, onde
se plantam goiaba e laranja nos mesmos
pomares, de forma intercalada”, diz o
agronomo José Belasque Janior, pesqui-
sador do Fundecitrus. A pesquisa encon-
tra-se na fase de identificacdo quimica
dos compostos repelentes para os psili-
deos. Estudos para identificacdo e sintese
dessas substincias voldteis da goiabeira
estdo sendo feitos pelo Instituto Nacional
de Ciéncia e Tecnologia (INCT) de Se-
mioquimicos na Agricultura, financiado
pela FAPESP e pelo Ministério da Cién-
cia, Tecnologia e Inovacdo, que tem sede
na Esalq e é coordenado pelo professor
Parra. “A ideia ¢ produzir essas substan-
cias no futuro nas proprias laranjeiras

0O psilidea,

inseto transmissar
do greening, foi
identificado no Brasil
pela primeira vez

na década de 1940

Uma das alternativas
para eliminar o inseto € o
uso de bactérias e fungos

por meio de técnicas de transgenia com
o objetivo de repelir o inseto”, explica.

O huanglongbing (HLB) foi identificado
no Brasil pela primeira vez em 2004 por
pesquisadores do Centro de Citricultu-
ra Sylvio Moreira, vinculado ao Institu-
to Agrondmico (TAC), e do Fundecitrus.
A rdapida expansio da doenca pode ser
percebida em um experimento realizado
pela equipe do agronomo Marcos Macha-
do, diretor do Centro de Citricultura, em
um projeto financiado pela FAPESP, entre
2005 e 2008, com a parceria do Fundeci-
trus, para estudo da bactéria em relacao
ao diagnostico, a biologia e 4 forma de
combaté-la. O pesquisador Renato Bas-
sanezi, do Fundecitrus, isolou um pomar
novo de laranjas em Araraquara com 10
mil plantas sem HLB, cercada por plan-
tacdes de cana e distante um quilémetro
de qualquer outro pomar.

Foi feito o controle quimico com inse-
ticidas, com diferentes tipos de aplica-



cdo. Depois de trés anos, 15% das plantas
tinham a doenca. A conclusdo foi que,
mesmo com intenso controle quimico
dentro do pomar, ndo foi possivel evitar
a entrada de insetos contaminados de
outras dreas. “A situacdo ndo € simples,
porque ¢ possivel que tenham chegado
ali varios insetos, mas se apenas um es-
tivesse contaminado a transmissdo da
doenca poderia ocorrer”, diz Machado.
Em 2009, 0 experimento havia sido todo
dizimado pelo HLB.

O nome em chinés huanglongbing é
traduzido como doenca do dragio ama-
relo ou doenca do ramo amarelo, porque
deixa as folhas amareladas e os frutos
verdes, deformados e imprestaveis para
0 CONSUMOE Ou para o processamento in-
dustrial. “A infeccdo é severa. Ndo adianta
cortar galhos, ¢ preciso arrancar a arvore,
inclusive com a raiz, com uma maquina
para que ndo volte a brotar”, diz Machado.

Atualmente, existem cerca de 160 mi-
Thaes de 4rvores de citros no estado de
880 Paulo e o periodo de producio de ca-
da uma é de até 20 anos. Em 2011, segun-

do o Fundecitrus, o greening estava pre-
sente em 53,38% dos talhdes (em média
2 mil plantas) paulistas. Qutras doencas
importantes, como a clorose variegada,
atacava 40,3% do parque citricola en-
quanto o cancro citrico, 0,99% das plan-
tas. O HLB também estd presente em mu-
nicipios de Minas Gerais e do Parana. Os
trés estados sdo responsaveis por quase
90% da producgo nacional de frutas citri-
cas e 60% da producao mundial de suco
concentrado congelado, o produto mais
importante do setor, que rendeu US§ 2
bilhdes em exportacdes em 2010.

doenca é relatada na Asiadesde o

século XIX, continente de origem

dos citros. Foi primeiro descrita
na China e mais tarde ganhou também
o0 nome greening na Africa do Sul, que
se refere aos frutos que ndo amadure-
cem e ficam verdes. No Brasil, segundo
Machado, o HLB pode ter chegado por
meio material de propagacio vegetativa,
hd mais de dez anos. O inseto que dis-
semina a bactéria é um velho conhecido

A doenca deixa o
fruto deformado
aimpriprio

para o consuma
industrial ou

T noturo

dos agricultores brasileiros. O psilideo
foi registrado no Brasil pela primeira
vez no inicio da década de 1940 e deve
ter chegado provavelmente no meio de
mudas infestadas. Ele se adaptou bem
ao clima, mas ndo era considerado uma
praga, porque nao produzia danos, em-
bora estivesse relacionado a transmis-
sdo da bactéria causadora do HLB na
China e em outros paises da Asia. Os
olhares dos citricultores brasileiros em
relacdo ao Diaphorina citri, que mede
de 2 a3 milimetros de comprimento, s
mudaram com a confirmacdo do HLB
em Sio Paulo. Ele adquire e transmite
as bactérias de plantas doentes quando
se alimenta nos vasos do floema, o sis-
tema de circulacdo da seiva da planta.
A importincia desse vetor no Ambito da
doenca logo acionou Parra que apresen-
tou um projeto sobre o inseto A FAPESP
ainda em 2004. “Até aquele momento,
o inseto nfio havia sido estudado pro-
fundamente. O nivel populacional ndo
justificava estudos e um controle maior
por parte do produtor”, diz. “Com o te-
matico, conseguimos conhecer melhor o
Diaphorina e indicar medidas biolégicas,
comportamentais e recomendar o uso de
inseticida de forma racional sem dese-
quilibrar o ambiente e sem matar os seus
inimigos naturais, como algumas peque-
nas vespas”, explica. “Identificamos que
o0 inseto se desenvolve melhor em outras
arvores, principalmente na murta.”

A fémea coloca os ovos nas brotacdes
dessas plantas. Nos citros, ela colocauma
média de 160 ovos, enquanto em outras
chega até a 348. “Estabelecemos parame-
tros climaticos e zoneamento dos lugares
onde a praga ocorre mais intensamente. A
maior prevaléncia acontece nos munici-
pios de Sdo Carlos, Bariri, Botucatu, Lins
e Araraquara.” O professor Parra realiza
ha mais de 40 anos pesquisas com insetos
ligados & agricultura e sente que o desa-
fio de entender e combater o grenning é
grande, talvez o maior de sua carreira.
“0 inseto é de dificil manejo na criacfo.
Ha também o problema das populagoes
que sdo variaveis ao longo do ano, das es-
tagdes e de condicdes de temperatura e
chuva, o que nos impediu de estabelecer
modelos de sua presenga no campo”, diz.
Se o inseto é complicado, as bactérias nao
sdo menos. Elas foram identificadas em
laboratorio na Franca, em 1970, no grupo
do professor Joseph Bové, do Instituto
Nacional de Pesquisa Agronfimica. Ainda



Vespas para combater o psilideo

USP produz em laboratério as Tamarixia radiata

hoje elas ndo tém uma identificacdo ta-
xonomica ou nome cientifico definitivo,
porque hd dificuldades em cultiva-las em
meio de cultura nos laboratorios. Por isso
recebem a denominacdo de Candidatus
Liberibacter (Ca.L.) e trés espécies es-
tdo associadas ao HLB, a Ca. L. asiaticus,
responsavel por mais de 90% da doenca
no Brasil e causadora da infeccdo mais
deletéria, a Ca. L. africanus, mais amena
e ausente dos pomares brasileiros, e a
Ca. L. americanus, muito pouco presen-
te no pais.

ara cultivar a Liberibacter é pre-

ciso um caldo de que ela goste, e

isso é feito por meio de sequéncias
de tentativa e erro”, diz Elliot Kitajima,
professor da Esalq e especialista em mi-
croscopia eletronica, Ele e Francisco
Tanaka, também professor da mesma
universidade, fizeram imagens da Li-
beribacter em um floema da vinca ou
maria-sem-vergonha [Catharanthus ro-
seus], uma planta ornamental usada co-
mo hospedeiro alternativo da bactéria.

Mudas de murta sdo
colocadas em uma gaiola,
onde os psilideos
colocardo os ovos, retirados
depois de sete dias

Apds 10 dias, as ninfas dos psilideos 530 removidas para
outra caixa: ai sdo postas as vespas na proporcdo de uma

para cada grupo de 10 ninfas. A vespa coloca o ovo na ninfa e

“A concentracdo na laranjeira é muito
baixa, ndo é possivel fazer imagens como
a obtida com a vinca”, diz. “Ndo existe
arelacdo entre o nimero de bactérias
e o estrago no floema”, diz Machado.
Mesmo assim, as poucas bactérias de-
vem secretar toxinas que prejudicam
a funcionalidade do floema. “Rapida-
mente, em cerca de meia hora depois
que o inseto portador da bactéria pica
a planta, ela se torna infectada, mas a
evolucdo ¢é lenta e os sintomas podem se
manifestar até um ano depois”, diz Parra.
O combate ao HLB também deve con-
tar no futuro com o conhecimento do
genoma da bactéria. O sequenciamento
genético da Ca.Liberibacter asiaticus foi
finalizado em 2008 pelo Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos. A
espécie asidtica possui um genoma pe-
queno, com cerca de 1,2 milhao de pa-
res de base, enquanto a bactéria Xylella
fastidiosa, que causa a clorose variegada,
tem 2,4 milhdes de pares, e a Xanthomo-
nas axenopodis citri, bactéria causadora
do cancro, possui 4,5 milhdes de pares.

Fotos digitais de folha com greening exposta a luz de LEDs, mostrando alteracdes captadas pela flusrescéncia

depojs a larva se alimenta da propria ninfa.
Em 12 dias, as vespas adultas saem do corpo da ninfa.

O menor genoma da Liberibacter sig-
nifica que ela é ainda mais especializada
que as outras. Pode indicar que o para-
sitismo da bactéria em relacdo a planta
¢ obrigatorio porque ela é incapaz de
viver livre”, diz Machado. Ele coordena
também o recém-criado Instituto Na-
cional de Ciéncia e Tecnologia (INCT)
de Gendmica para Melhoramento de
Citros, que engloba institutos e univer-
sidades em Sdo Paulo, Bahia, Paraiba e
na Florida, nos Estados Unidos. Esse
estado norte-americano também é ata-
cado pelo greening, onde a doenca foi
identificada em 2005. A Florida, com
mais de 60 milhdes de pés de laranja,
¢ o segundo produtor mundial, atras
de Sdo Paulo, com quase 78% do total
de frutas do Brasil. Florida e Sdo Pau-
lo somados sdo responsaveis por cerca
de 80% da producdo mundial de suco.
Os proprios agricultores é que tém de
combater a doenca. No Brasil, uma lei
federal os obriga a eliminar as darvores
doentes mas nem sempre isso ocorre.
“Metade dos citricultores, principal-
mente 0s pequenos ndo pulverizam as
plantacdes com inseticidas, Embora fa-
cil, esse procedimento ndo ¢ barato”,
diz Armando Bergamin Filho, professor
da Esalq-USP e coordenador de outro
projeto financiado pela FAPESP que
aborda a infestacdo do greening, inicia-
do em 2008. “O controle tem que ser
regional, ndo adianta um produtor pul-
verizar com inseticidas e o vizinho néo
fazer o mesmo.”



o

As vespas s3o entdo soltas nos laranjais.
Para se reproduzirem, colocam os ovos
nas ninfas dos psilideos, eliminando-os

Para Bergamin, a doenga é controli-
vel guando em uma regiao ampla exista
uma colaboragio entre agricultores para
erradicar as plantas doentes, pulveri-
zar e fazer as inspecdes, de preferéncia
mensalmente, nos pomares. No projeto,
Bergamin e seu grupo, que inclui pes-
quisadores da Fundecitrus, estudaram
a disseminag¢io da doen¢a em funcio do
tempo, a rapidez como a infeccdo atin-
ge as plantacdes e o inseto, averiguando
habitos de voo do psilideo, que pode ser
levado pelo vento a centenas de metros,
tudo com base em analises moleculares
nas varias etapas da doenca.

LEDS NAS FOLHAS

Um dos problemas dos agricultores é iden-
tificar o HLB pelos sintomas, porque eles
se parecem muito com os de outras doen-
cas dos citros. Uma inspegdo mais eficaz
e segura pode estar disponivel em breve,
como mostram pesquisas realizadas com
sistemas de deteccdo fotbnica que estio em
desenvolvimento por dois grupos de pes-
quisadores de Sao Carlos. Os experimentos
utilizam o principio da fluorescéncia que
utiliza a emissdo de luz pela folha apds ter
sido iluminada por um diodo emissor de
luz (LED) ou por um laser.

Um estudo & conduzido por Luis Gus-
tavo Marcassa, professor do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos da USP, como uma
sequéncia de outro estudo em que os
pesquisadores usaram laser para iden-
tificar o cancro citrico (ver Pesquisa FA-
PESP n® 80). “Agora com o greening ndo

uso o laser, que requer mais cuidados e &
mais caro, mas LEDs (diodos emissores
de luz) de alta poténcia. Ao analisarmos
as folhas, chegamos a um acerto de 90%
das amostras comprovadas com exames
moleculares”, diz Marcassa.

O estudo consiste em iluminar a folha
com aluz de um LED e captar com uma
camara fotografica a fluorescéncia alte-
rada pela bactéria. Os dados enviados a
um computador mostram em um grafico
a possibilidade de a planta estar infectada.
Além de Sdo Paulo, Marcassa, em parceria
com Reza Ehsani, professor do Centro de
Pesquisa e Educacao em Citrus (Crec, si-
gla em inglés), da Universidade da Flori-
da, fez estudos também em plantacdes de
laranjas naquele estado norte-americano.
“Mas os testes na Florida mostraram re-
sultados diferentes e o indice de acerto la
foi de 61%. Os colegas dos Estados Uni-
dos acreditam que a diferenca se deva as
condi¢fes ambientais das plantas, como
adubacao e nutrientes distintos, em rela-
cilo a Sdo Paulo”, diz Marcassa.

0 segundo experimento é conduzido
pela pesquisadora Débora Milori, da Em-
brapa Instrumentacio Agricola, unidade
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agro-
pecudria, em Sdo Carlos (SP), que estuda
o uso de feixes de laser e LEDs para diag-
nosticar precocemente o HLB. Débora e
sua equipe inventaram um equipamento
portitil que lanca um feixe de luz sobre as
folhas e consegue diagnosticar o greening
e a clorose variegada com taxa de acerto
de 95%. No caso do HLB, o equipamento
consegue o diagndstico positivo mesmo
em fase assintomatica. O sistema teve de-
posito de patente no Brasil e no exterior
e em 2011 foi licenciado para a empresa
Opto Eletrénica, também de Sdo Carlos,
que, em parceria com 0s pesquisadores
da Embrapa, desenvolve o primeiro pro-
totipo para uso no campo.

“Hoje a inspecao visual pode levar a
erros de 30 a 60%, inclusive na confu-
sdo com outras doencas que apresentam
sintomas semelhantes”, diz Débora. “Em
laboratdrio, com calibracdo do aparelho
para cada variedade de citro, os indices de
acerto sdo elevados e o resultado sai em
alguns segundos. O desafio agora é testi-lo
em campo.” Este estudo recebe apoio do
Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPq) e do Cen-
tro de Pesquisa em Optica e Foténica de
Sdo Carlos, um dos centros de Pesquisa,
Inovacédo e Difusdo da FAPESP. »
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{2010.2012)
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