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RESUMO

A doenga denominada huanglongbing (HLB), ou green-
ing foi detectada em plantas citricas na principal regido produ-
tora brasileira, ao redor de Araraquara, Estado de Sdo Paulo. A
Coordenadoria de Defesa Agropecudria realizou um levanta-
mento por amostragem, com estratificacdo por municipio e trés
estadios (unidades de produgdo agricola, talhdes e plantas), para
estimar o percentual de arvores doentes. Coletaram-se, também,
amostras de folhas e de frutos, com sintomas, para posterior
analise laboratorial. Encontrou-se 1% de plantas sintomaticas,
mas somente 0,6% apresentava a bactéria e, portanto, a doenga.
O principal fator de risco encontrado foi a presenga do psilideo
Diaphorina citri.

Termos de indexacio: doenca do ramo amarelo; levantamento
por amostragem; modelo logit; fator de risco.
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OCCURRENCE OF CITRUS HUANGLONGBING (GREENING)
DISEASE IN ARARAQUARA REGION, BRAZIL

SUMMARY

The huanglongbing (HLB), or greening, disease has been
detected in citrus plants in the main Brazilian citrus producing
region, surrounding Araraquara, in Sdo Paulo State. A stratified
three-stage sample survey of farms, plots and plants has been
used to estimate the percentage of diseased trees. Leaf and fruit
samples with symptoms were also collected for later laboratory
analysis. Symptomatic plants were found to be 1%, but only
0.6% actually had the bacterium and, therefore, the disease.
The main risk factor is shown to be the psyllid Diaphorina
citri presence.

Index terms: yellow shoot disease; sample survey; logit model;
risk factor.

1. INTRODUCAO

A doenga bacteriana de citros conhecida por Auanglongbing (HLB)?,
anteriormente denominada greening, ¢ caracterizada pela presenca de
microrganismos procarioticos nos floemas, que sdo vasos condutores de
seiva elaborada (GARNIER, M. et al, 1984). Foi descrita, originariamente, na
Africa e na Asia, mas, atualmente, apresenta distribuicdo geografica ampla.
O agente etiologico ¢ uma bactéria nao cultivavel, tendo sido caracterizadas
duas espécies: Candidatus Liberibacter asiaticus ¢ Candidatus Liberibacter
africanus’. O estudo dos espagos das regides intergénicas 16S/23S revela
homologia entre ambas as espécies, variando de 79,46% a 87,5% (Jagoueix
al., 1994 ¢ 1996). Elas podem ser detectadas por PCR pela amplificagdo do
fragmento ribossomico 16S e diferenciadas pela amplificacdo de DNA com

® Nome chinés que pode ser traduzido por “doenga do dragdo amarelo” (AUSTRALIA, 2005). Pin yin:
huang = amarelo, long = dragdo, bing = doenga (PRISTINE LEXICON, 2005).

" A palavra Candidatus designa uma categoria taxondmica néo coberta pelas Regras do Codigo Bacteri-
ologico. E usada para descrever entidades procaridticas para as quais se dispde de mais do que uma mera
seqiiéncia, mas ainda ndo se dispdem de todas as caracteristicas necessarias para a descricao completa
(Euzéby, 2006). O nome Liberobacter anteriormente proposto foi revisto e corrigido para Liberibacter
(Garnier et al., 2000).
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auxilio de Xbal (JAGOUEIX et al.,1996; HOCQUELLET et al., 1999) e por
sonda ndo radioativa (HOCQUELLET et al., 1997).

No Brasil, os primeiros relatos ocorreram no Estado de Sao Paulo, em
margo de 2004, atribuindo-se a etiologia a Candidatus Liberibacter asiaticus
(COLETTA-FILHO et al., 2004) e, a transmissdo, ao vetor Diaphorina
citri, embora possa haver transmissdo por contacto entre a planta doente
e a sadia, através da enxertia. Além da forma asidtica, constatou-se outra
forma bacteriana entdo denominada Candidatus Liberibacter americanus
(TEIXEIRA et al., 2005a, TEIXEIRA et al., 2005b).

Os sintomas podem ser reconhecidos na arvore ou na fruta. Na arvore, as
partes inicialmente afetadas sdo os ramos ou galhos, que manifestam coloracdo
amarelada, facilmente diferenciada da cor verde dos ramos nao afetados.
As folhas apresentam-se amarelas palidas, com areas verdes que adquirem
aspecto de manchas irregulares, como que mosqueadas. Ocasionalmente,
pode-se observar engrossamento e clareamento das nervuras da folha, que
adquirem aspecto corticoso. Com a evolucao da doenca, as folhas dos ramos
afetados caem e novos ramos aparecem afetados, indicando a propagagao
da doenca na mesma arvore. Em estadios mais avancados, toda a copa
pode ser afetada, chegando a culminar com ponteiros secos, que morrem
em seguida. Os frutos apresentam aspecto deformado e assimétrico que, ao
corte longitudinal, mostram, na parte interna, filetes alaranjados, partindo da
regido de inser¢do com o pedinculo. Os frutos de arvores afetadas crescem
menos e caem mais freqiientemente que os das normais. Sementes podem
mostrar-se abortadas e, os frutos, revelar diversos graus de maturacao das
partes. A casca pode apresentar pequenas manchas circulares, verdes claras,
contrastando com o verde normal e, ocasionalmente, a por¢ao branca da
casca apresenta-se espessada.

Como ndo existe lugar do mundo onde o controle da doenga tenha
sido completamente bem sucedido, € como sua erradicagdo pode ser possivel
apenas se detectada precocemente, HALBERT & MANJUNATH (2004)
argumentam que € necessaria pesquisa sobre o diagnostico rapido e eficiente,
a epidemiologia da doenga e controle do psilideo vetor. O presente artigo
trata exatamente do diagnoéstico rapido e barato da extensdao do problema,
para que as providéncias cabiveis possam ser tomadas, propondo, para isso,
um esquema de levantamento amostral.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de plantas afetadas por
huanglongbing em talhdes de citros de municipios da regido de Araraquara,
para que pudessem ser tomadas as medidas de profilaxia da doenga.

2. MATERIAL E METODOS

O levantamento foi realizado no campo pela Coordenadoria de Defesa
Agropecuaria (CDA), da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do
Estado de Sao Paulo, na regido citricola de Araraquara (SP), por ser aquela
com maior freqiiéncia da doenga, abrangendo doze municipios: Américo
Brasiliense, Araraquara, Boa Esperanca do Sul, Gavido Peixoto, Ibaté,
Matio, Motuca, Nova Europa, Rincao, Santa Liicia, Sdo Carlos e Tabatinga,
totalizando 131.753 plantas em 336 UPAs (Relagdo 1). O levantamento
consistiu em:

a) identificacdo e geoposicionamento da unidade sorteada;

b) preenchimento de questionario com perguntas mediante entrevista
com o proprietario ou responsavel;

c) sorteio de talhdes e plantas;

d) inspec¢do para identificacdo de plantas com sintomas da doenga;

Relag@o 1. Nimero de UPAs com citros na regido de Araraquara, (SP), abril/maio
de 2005

Municipio Populagdo Amostra
Américo Brasiliense 5 2
Araraquara 225 40
Boa Esperanca do Sul 60 12
Gavido Peixoto 91 18
Ibaté 7 2
Matao 238 48
Motuca 91 15
Nova Europa 109 22
Rincédo 18 5
Santa Lucia 14 5
Sao Carlos 80 16
Tabatinga 731 151
Regido 1.669 336
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e) coleta oficial de amostra de folhas e frutos para analise e confirmagao
da doenga, nos talhdes onde se constataram plantas com sintomas da
doenca;

f) envio de amostras ao laboratério do Centro APTA Citros Sylvio
Moreira — IAC, em Cordeiropolis, para realizagdo de testes de
diagndsticos através da reagdo em cadeia de 7ag DNA polimerase
(PCR).

O levantamento de dados foi feito por amostragem probabilistica de
conglomerados desiguais, em trés estadios, estratificados por municipio
(Kish, 1965). No primeiro, sortearam-se unidades de producdo agropecuaria
(UPAs)%, no segundo, sortearam-se talhdes dentro das UPAs sorteadas e, no
terceiro, sortearam-se plantas dentro dos talhdes sorteados.

O tamanho total da amostra foi estabelecido com base no custo de
levantamento. A partir desse valor, procurou-se maximizar a precisao das
estimativas, mediante procedimentos de sele¢do da amostra. No primeiro
estadio sorteiam-se 20% das UPAs (sem reposi¢do), com probabilidade
proporcional ao seu tamanho em termos de numero de plantas (pps)’. As
UPAs foram sorteadas com base no cadastro do Projeto LUPA, atualizado
pela Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATTI) até 2003.

No segundo estddio consideraram-se somente os talhdes das UPAs
sorteadas no primeiro, sorteando-se dois talhdes com probabilidade propor-
cional ao tamanho do talhdo em termos de nimero de plantas (pps).

No terceiro estadio consideraram-se somente as plantas dos talhdes
sorteados no segundo, sorteando-se 10% das plantas, de forma sistematica.
O tamanho da amostra (numero de plantas) foi, portanto variavel, mas
parcialmente controlado pelo uso de pps. As estimativas foram obtidas com
base em KISH (1965).

Convém chamar a atengdo para o fato de que o estudo amostral da
incidéncia de uma doenga como essa, nos estadios iniciais de sua propagagao

8 Geralmente, o conceito de UPA aqui utilizado coincide com o conceito de imével rural, utilizado no Projeto
LUPA, um censo agropecuario realizado pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de
Sao Paulo (Pino et al., 1997).

° O uso de probabilidades de sele¢io proporcionais ao tamanho (procedimento conhecido por pps, de probability
proportional to size) do conglomerado visa diminuir possiveis vieses de selegio, conforme Kish (1965).
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em dada regido, pode ser considerado um caso de amostragem de evento raro,
com estimativas percentuais muito baixas. E facil mostrar que o coeficiente
de variacao de uma propor¢do muito pequena ¢ um valor alto, mesmo com
amostras relativamente grandes. Por isso, € comum que os resultados sejam
expressos em termos de um intervalo de dois desvios padroes, para mais ¢
paramenos, omitindo-se os respectivos coeficientes de variagao, apresentados
nas amostras usuais. No presente artigo, apresentar-se-ao os resultados nas
duas formas.

Como subproduto do trabalho, estimou-se um modelo logit (GREENE,
1997), relacionando a ocorréncia de sintomas da doenca num talhdo (ou,
alternativamente, a incidéncia de L. americanus nos exames de laboratorio)
em funcao de possiveis fatores de risco, levantados no questionario aplicado
durante a entrevista com o proprietario ou responsavel: a) presenca do vetor
transmissor Diaphorina citri; b) presenca na UPA de murta [(Murraya
paniculata (L.) Jack)], um arbusto que também pode hospedar a bactéria;
¢) variedade citricola no talhdo; d) origem das mudas de citros, dividida em
quatro categorias (regido Norte, regido Sul, muda propria e sem informacao);
e) faz ou ndo analise de solo, usada como variavel proxy que indica o grau
tecnoldgico do produtor; f) utiliza ou ndo irrigacdo, que tanto serve como
indicativo do grau tecnologico quanto de uso de muda propria de citros; g)
ano de plantio, relacionado ao ano de producdo da muda, uma vez que a
partir de 2003 os viveiros paulistas passaram a ser todos telados e, portanto,
menos suscetiveis a infestagdes; h) variaveis a respeito do proprietario,
como pessoa fisica ou juridica, anos de instrugdo e absenteismo (se pessoa
fisica); 1) disponibilidade de assisténcia técnica e de engenheiro agronomo;
j) adensamento da cultura. A estimagdo foi feita com o SAS® (Statistical
Analysis Software) conforme SAS INSTITUTE (2002), sendo as observagdes
ponderadas pelos respectivos pesos na amostra. O modelo é dado por:

p=—

1 +ePx
onde p ¢ a probabilidade de ocorréncia de planta com sintoma ou de planta
doente, x ¢ uma matriz de observagdes dos fatores de risco e 3 € o vetor de

parametros a serem estimados. Para verificar a significancia das estimativas,
utiliza-se o teste de qui-quadrado de Wald.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estimativa da incidéncia

Encontrou-se no campo 1,07% de plantas com sintomas da doenca
na regido de Araraquara (intervalo de dois desvios padrdes variando de
0,90% a 1,23%, o que corresponde a um coeficiente de variagao de 7,89%),
estimando-se que 192.140 plantas possam estar apresentando os sintomas
(coeficiente de variagdo de 3,56%). Desse percentual, apenas 0,60% dos
casos foi confirmado pelo exame laboratorial, sendo todos de Candidatus
Liberibacter americanus, exceto um de Candidatus Liberibacter asiaticus
(intervalo de dois desvios padroes variando de 0,45% a 0,75%, o que
corresponde a um coeficiente de variagdo de 12,62%), estimando-se
que 108.051 plantas pudessem estar doentes (coeficiente de variagdo de
3,30%). Tal discrepancia entre sintomas de HLB e deteccao de seu agente
causal pode dever-se ao fato de muitas dessas plantas ndo apresentarem
sintomas caracteristicos da doencga ou apresentarem sintomas parecidos,
mas devidos a outros fatores. A incidéncia maior ocorreu no municipio
de Sao Carlos: 2,18% (intervalo de dois desvios padrdes variando de
1,76% a 2,60%, correspondendo a um coeficiente de variagcdo de 9,67%).
Finalmente, estimou-se que 342 UPAs apresentavam plantas com sintomas
da doenga (coeficiente de variagao de 8,59%).

Como subproduto do levantamento, o numero total de plantas foi
estimado em 18.031.975 (coeficiente de variagdo de 14,18%), valor este
menor do que as 24.769.043 existentes no cadastro utilizado (atualizado até
2003) ou as 22.357.000 existentes no levantamento subjetivo do Instituto
de Economia Agricola (INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICULA, 2004).
Alguma diminui¢do do niimero de plantas ¢ coerente e esperada, devendo-
se a ocorréncia da doenga e a substituicdo por cana-de-agticar, fendmeno ja
detectado na regido.

3.2. Estimativa dos modelos

Os modelos estimados (Tabelas 1 e 2) mostraram bom ajustamento,
servindo para verificar a importancia relativa dos fatores de risco, bem como
das variaveis proxy.
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A importancia relativa das variaveis pode ser analisada de dois pontos
de vista: conforme a ordem de entrada da variavel no procedimento stepwise
(as Tabelas 1 e 2 apresentam as variaveis por ordem de entrada) e conforme
a razdo de chance (odds ratio). O sinal positivo na estimativa do parametro
ou o valor maior do que um, na razdo de chance, indicam que a ocorréncia
da variavel aumenta a probabilidade da presenca de sintomas (ou da doenga),
ocorrendo o contrario com sinal negativo ou com valor menor do que um.
Como todas as variedades sdo suscetiveis a doenga, ndo se encontrou
diferenca significativa entre elas.

Naregido e época em estudo, a probabilidade de haver num dado talhdo
plantas citricas apresentando sintomas de huanglongbing era diretamente
proporcional a presenga do vetor e de murta, como esperado (Tabela 1). A
probabilidade de plantas de um talhdo apresentarem sintomas da doenca
quando se nota a presenca do vetor € 55 vezes maior do que quando o vetor
ndo estd presente. A presenga de murta aumenta essa probabilidade em 2,5
vezes. Unidades com mais alto nivel tecnologico (medido pelo fato de se
fazer analise de solo) tém apenas 30% da probabilidade de apresentar plantas
com sintomas em relacdo aquelas com nivel mais baixo. A disponibilidade de
engenheiro agronomo faz cair pela metade essa probabilidade. Em relagao
ao uso de mudas sem origem especificada, o uso de mudas da regido Sul faz
cair essa probabilidade pela metade, o de mudas proprias faz cair a 30% e o
de mudas da regiao Norte, a apenas 10%.

No modelo de probabilidade de incidéncia de Liberibacter americanus
em plantas que apresentavam sintomas da doenga aparecem apenas trés
variaveis (Tabela 2). O fato de que apenas 56% das plantas com sintomas
realmente apresentavam a doenga quando examinadas em laboratorio
significa que os sintomas das demais plantas se deviam a outros problemas,
explicaveis pelas outras variaveis. A probabilidade de plantas de um talhao
com sintomas apresentarem a bactéria ¢ 70 vezes maior quando se detecta
a presenca do vetor do que em caso contrario. Quando se usam mudas
provenientes da regido Norte, essa probabilidade cai a 21%, em relacdo ao
uso de mudas de outras procedéncias. Nas unidades em que se faz analise de
solo essa probabilidade cai a 9% em relacdo as que nao a fazem.

LARANJA, Cordeiro6polis, v.27, n.2, p251-262, 2006
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4. CONCLUSOES

Encontrou-se na regido de Araraquara 1% de plantas citricolas com
sintomas de huanglongbing, mas somente 0,6% de plantas com a bactéria,
sendo todos os casos de Candidatus Liberibacter americanus, exceto um de
Candidatus Liberibacter asiaticus. Logo, parte dessas plantas apresentavam
sintomas parecidos, mas devidos a outras causas.

A presenga do vetor transmissor na propriedade, o psilideo Diaphorina
citri, aumenta muito a probabilidade de ocorréncia tanto de sintomas quanto
da propria doenca, sendo, portanto, importante indicador que pode ser usado
na pratica. Também a presenca de murta aumenta essa probabilidade. Por
outro lado, a ocorréncia ¢ maior nos cultivos com menor grau tecnologico.

O levantamento por amostragem probabilistica mostrou-se ferramenta
util para conhecer a incidéncia de uma doenga em plantas, particularmente
em citros, quando se dispde de pouco tempo e/ou de poucos recursos para
o trabalho de campo. Podem-se obter resultados de boa qualidade, com boa
precisdo, em curto prazo. O processo de amostragem mostra-se especialmen-
te util no inicio da ocorréncia da moléstia, quando ainda nao se dispdem de
muitas informac¢des nem de muitos recursos para fazer a inspecao de todas as
plantas, porém se necessita de uma resposta rapida a respeito da gravidade da
situacdo. Evidentemente, quando se passa para a fase de tratar ou de erradi-
car plantas, ndo se pode prescindir da varredura completa, isto ¢, da inspegao
de todas elas, pois, nesse caso, é preciso encontrar todas as plantas doentes e
ndo apenas estimar seu numero.
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