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DETECCAO DE Xylella fastidiosa E QUANTIFICACAO DA CLOROSE
VARIEGADA DOS CITROS EM POMARES NO AMAZONAS

RESUMO

A clorose variegada dos citros (CVC) é uma doenga causada pela Xylella
fastidiosa subsp. pauca, bactéria Gram-negativa limitada ao xilema das plantas
e disseminada por vetores e material propagativo infectado. Em meados da
década de 1980 e inicio dos anos 2000, a CVC foi considerada a doenca mais
grave dos citros no Brasil, causando perdas na producdo e prejuizos
milionarios aos produtores. O patogeno foi detectado pela primeira vez no
Amazonas em 2007, onde foram realizados estudos de avaliagcao visual da
doenca, e também a deteccéo e isolamento do patdogeno. Em 2021, um outro
estudo foi realizado com foco somente na deteccao da bactéria. Nesse sentido,
este trabalho buscou quantificar a intensidade da doenca, isolar e detectar o
patbgeno em pomares oriundos da regido metropolitana de Manaus (AM). A
intensidade da doenca foi quantificada usando as medidas de incidéncia e
severidade em plantas com diferentes idades e combinacdes copa-porta-
enxerto, como as copas de laranjeira ‘Péra’ e ‘Natal’ e os enxertos de Limao
‘Cravo’ e Tangerina ‘Cledpatra’. O isolamento bacteriano foi realizado com as
técnicas de diluicao seriada e de “prints” ou carimbo em meio de cultura BCYE.
A deteccdo molecular foi feita através de PCR convencional com os primers
especificos para X. fastidiosa, RST31/RST33, usando como molde o DNA
gendmico vegetal e bacteriano. As maiores incidéncias foram observadas em
[randuba e Manaus, com 100% da doenca nas plantas inspecionadas,
seguidas por Rio Preto da Eva, com 68%, os maiores niveis de severidade em
pomares destes municipios foram no nivel 4, todos os quadrantes com
sintomas. O isolamento bacteriano resultou no crescimento de 21 isolados de
Rio Preto da Eva e 14 isolados de Manaus. A presenca da doenca foi
detectada em quatro dos oito municipios avaliados.

Palavras-Chave: Epidemiologia; CVC; PCR; Amazonas.



DETECTION OF Xylella fastidiosa AND QUANTIFICATION OF CITRUS
VARIEGATE CHLOROSIS IN ORCHARDS IN AMAZON

ABSTRACT

Citrus variegated chlorosis (CVC) is a disease caused by Xylella fastidiosa
subsp. pauca, a gram-negative bacterium limited to the xylem and spread by
vectors and infected propagation material. In the mid-1980s and early 2000s,
CVC was considered the most serious disease of citrus in Brazil, causing
production losses and millionaire losses to producers. The pathogen was
detected for the first time in Amazonas in 2007, where visual assessment
studies of the disease were carried out, as well as the detection and isolation of
the pathogen. In 2021, another study was carried out focusing only on detecting
the bacteria. In this sense, this work sought to quantify the intensity of the
disease, isolate and detect the pathogen in orchards from the metropolitan
region of Manaus (AM). The disease intensity was quantified using incidence
and severity measures in plants with different ages and scion-rootstock
combinations, such as 'Péra’ and 'Natal' orange tree scions and 'Rangpur’
lemon and 'Cleopatra’ tangerine scions. '. Bacterial isolation was performed
using serial dilution techniques and “prints” or stamps in BCYE culture medium.
Molecular detection was performed by conventional PCR with specific primers
for X. fastidiosa, RST31/RST33, using plant and bacterial genomic DNA as a
template. The highest incidences were observed in Iranduba and Manaus, with
100% of the disease in the inspected plants, followed by Rio Preto da Eva, with
68%, the highest levels of severity in orchards of these municipalities were in
level 4, all quadrants with symptoms. Bacterial isolation resulted in the growth of
21 isolates from Rio Preto da Eva and 14 isolates from Manaus. The presence
of the disease was detected in four of the eight.

Key-words: Epidemiology; CVC; PCR; Amazon.
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1. INTRODUCAO

Os citros correspondem ao agrupamento de todas as espécies do
género Citrus e dos géneros Fortunella e Poncirus, pertencentes a familia
Rutaceae e subfamilia Aurantioideae, que agrupam espécies como o limao
(Citrus limon L. Osbeck), a lima (C. limettioides Tanaka), a tangerina (C.
reticulata Blanco) e a laranja (C. sinensis L. Osbeck). Essas plantas sdo
origindrias do sudoeste asiatico, embora possuam habitats nativos no
Paquist&o, india, Malasia e arquipélago Polinésio (Wu et al., 2018).

A laranja é a espécie de citros mais difundido no mundo, e é um hibrido
formado por trés espécies ancestrais, a cidra (C. medica), a tangerina (C.
reticulata) e o pomelo (Citrus maxima) (Wu et al., 2018). O Brasil € o maior
produtor da fruta, com uma safra de laranja 2022/23 estimada em 16,5 milhdes
de toneladas (USDA, 2023).

O agronegocio da laranja é bastante tecnificado e as vantagens dos
plantios atuais de citros estdo na obtencdo de genotipos resistentes, visto que
o controle de pragas e doencas resultam na aplicacdo constante de insumos
quimicos. Por outro lado, estratégias mais sustentdveis baseadas em
biotecnologia como o desenvolvimento de plantas transgénicas, a
superexpressao de peptideos antimicrobianos (AMP), e procedimentos ligados
aos receptores vegetais no reconhecimento do patdgeno tem sido usada
(Caserta et al., 2019).

As perdas acometidas por virus, fungos, oomicetos e bactérias séo
algumas problematicas associadas a citricultura brasileira. As principais
doencas sdo o Huanglongbing (HLB), também conhecido como Greening
(Candidatus Liberibacter africanus, Ca. Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter
americanus), que afetou 43,4 milhdes de arvores em 2021, o Cancro Citrico
(Xanthomonas citri subsp. citri) com 21 milh&es de arvores infectadas em 2021,
e a Clorose Variegada dos Citros (CVC) (Xylella fastidiosa subsp. pauca) que
recentemente afetou 890.000 arvores em 2021 em areas comerciais de S&o
Paulo e Minas Gerais (Caserta et al., 2019; USDA, 2021; Fundecitrus, 2023a).
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A CVC, também conhecida por “amarelinho”, foi por muitos anos a
principal doenga da citricultura brasileira, ocasionando a perdas de milhGes de
arvores, e gerando prejuizos econdmicos na ordem entre 100 e 120 milhdes de
dolares ao ano (Lopes et al.,, 2004; Bové e Ayres, 2007; Coletta-Filho et al.,
2020). Os primeiros relatos da doenca no Brasil surgiram no final da década de
1980, a partir de sintomas desconhecidos em pomares de laranja no estado de
Sao Paulo, que foram atribuidos primeiramente a doencas nutricionais e

posteriormente até ao HLB (Coletta-Filho e Souza, 2014).

O agente causal da CVC € uma bactéria endémica da América do Sul,
restrita ao xilema da planta e disseminada por enxertia, mudas contaminadas,
ou cigarrinhas, que se alimentam da seiva presente no xilema (Moro, Zanoni e
Azevedo Filho, 2019; Froza e Mejdalani, 2022). Algumas culturas de
importancia econémica como a oliveira (Olea europaea L.), o tabaco (Nicotiana
tabacum L.) e o cafeeiro (Coffea spp.) também sdo hospedeiras da Xylella
fastidiosa subespécie pauca Wells et al., 1987 (De Negri, 1990; Almeida et al.,
2014; Martelli et al., 2016; Bergsma-Vlami et al., 2017; Rapicavoli et al., 2018;
Abou-Kubaa et al., 2019.

Os sintomas da doenca na folha sdo manchas cloréticas de forma
irregular na face adaxial, que correspondem a pustulas de coloracéo palha na
face abaxial das folhas, e em alguns casos a murcha. Nos ramos 0s sintomas
observados sdo seca, estriamento e desfolhas. Os frutos permanecem
pequenos e duros, tendendo a rachar devido ao estresse hidrico ocasionado
pela obstrucdo dos vasos condutores (Fundecitrus, 2007; Janse e Obradovic,
2010, Fundecitrus, 2023b).

Existem centenas de plantas hospedeiras da X. fastidiosa, contudo,
muitas espécies sdo assintomaticas, demonstrando diferencas de
suscetibilidade ao patégeno. Para a deteccdo da bactéria em material vegetal e
no vetor sdo realizados testes seroldgicos, como o Elisa, membrana de
imunofluorescéncia, ensaio de imunoligacdo de ponto (DIBA) e
imunofluorescéncia indireta (IF), e testes moleculares, como a PCR
convencional, a PCR quantitativa em tempo real e os testes de amplificacéo
isotérmica (LAMP) ((Lopez, Landa e Noales, 2017; EPPO, 2019).
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Outros métodos adicionais incluem a observacdo por microscopia
eletrOnica e isolamento em meio de cultura. No entanto, face ao crescimento
fastidioso da bactéria o isolamento em meio de cultura é bastante dificil e
demorado, mesmo com plantas sintomaticas, e requer cuidados para evitar o

crescimento de contaminantes (Lopez, Landa e Noales, 2017; EPPO, 2019).

O manejo da CVC consiste principalmente no plantio de mudas sadias e
protegidas do inseto vetor, a diminuicdo da populacdo de cigarrinhas por meio
de controle quimico e na poda de ramos sintomaticos ou na eliminacdo da

planta doente (Coletta-Filho e Souza, 2014).

No ano de 2021 a CVC obteve o menor percentual de incidéncia da
histéria (0,46%) na regido citricola de S&o Paulo (Caserta et al.,, 2019,
Fundecitrus, 2021). Atribui-se a isto, entre outros fatores, ao programa de
mudas certificadas, livres de patégenos, crescidas em ambiente protegido de
vetores (viveiros telados). No entanto, em contrapartida a esses resultados,
nao ha evidéncias do controle da CVC no Amazonas, uma vez que a doenca €

observada na maioria dos municipios produtores (Jansen, 2007; Silva, 2021).

O Amazonas € o segundo maior produtor de laranja da regido norte do
Brasil, e a regido metropolitana de Manaus constitui uma area de expansao da
citricultura. Essa atividade é realizada principalmente por pequenos produtores
rurais, em mais de 1.307 unidades familiares, e em uma éarea colhida de
1.109ha. No ano de 2015, a producéo atingiu cerca de 56 mil toneladas/ total e
consolidou este segmento no estado, atualmente sédo produzidas mais de 77
mil toneladas da fruta em todo o estado, com um dos maiores rendimentos
médios (kg/ha) do pais (IBGE, 2015; IBGE, 2017; IBGE 2021, IBGE, 2023).

Xylella fastidiosa foi relatada pela primeira vez no Amazonas por
Jansen (2007), e por Silva (2021), entretanto, ndo existem dados atuais sobre o
patdbgeno no estado. A escassez de informacdes sobre a distribuicdo e os
danos causados pela bactéria, acabam por inviabilizar a adocdo de medidas
efetivas de controle no estado, e também a importancia da doenga no
Amazonas, visto que a doenca € muitas vezes negligenciada, sendo

comumente associada a problemas nutricionais.
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Com a expansao da citricultura no Amazonas, tornam-se importantes
essas e outras informacfes para que ndo haja reducdo da vida util dos
genotipos de laranja doce plantados em decorréncia da doenca. Este trabalho
teve como objetivo quantificar a intensidade da CVC, isolar e detectar o
patogeno em pomares de diferentes regides produtoras do estado do

Amazonas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Detectar a ocorréncia de X. fastidiosa e quantificar a intensidade da
doenca em pomares de laranja doce no Amazonas, como subsidio para o

manejo da doenca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Quantificar a incidéncia e severidade da CVC em laranjeiras das localidades
de Manaus, Iranduba, Rio Preto da Eva, Presidente Figueiredo, Manacapuru,
Itacoatiara e Manaquiri e Careiro;

b) Detectar, por meio de ferramentas moleculares, X. fastidiosa em amostras
sintométicas e assintomaticas de laranja doce coletadas em pomares das
localidades citadas acima; Manaus, Iranduba, Rio Preto da Eva, Presidente

Figueiredo, Manacapuru, Itacoatiara, Manaquiri e Careiro.

c) Realizar o isolamento de X. fastidiosa a partir de diferentes variedades de
laranja doce previamente diagnosticada como positiva para o patdgeno.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 LARANJA DOCE (Citrus sinensis (L.) Osbeck.)

A laranja é um hibrido natural desenvolvido a partir do Pomelo (Citrus
maxima (Burm.) Merr.), tangerina (C. reticulata var. Ponkan) e a cidra (C.
medica), pertencente a subfamilia Aurantioideae e familia Rutaceae (Mattos
Junior et al., 2014; Wu et al., 2018). O centro de origem mais provavel é o

sudeste asiatico, sobretudo nas regifes tropicais e subtropicais (Wu et al.,
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2018). O primeiro relato desta cultura ocorreu a cerca de 2.000 anos a.C., na
China, chegando ao Brasil possivelmente no estado da Bahia durante o
periodo de colonizagdo pelos portugueses, na intencdo de combater o
escorbuto, doenca causada pela deficiéncia de vitamina C que afligia os
marinheiros durante as grandes navegacdes (Le Couteur e Burreson, 2006;

Gurgel e Lewinsohn, 2010; Fernandes, 2010; Siqueira e Saloméo, 2017).

A laranjeira é uma arvore de porte médio, com folhas verde escuro,
flores hermafroditas, pétalas brancas e frutos tipo baga, classificados como
hesperidios (Siqueira e Salomé&o, 2017). A espécie é considerada rastica, com
caracteristicas adaptativas a diferentes condicdes ambientais, o que possibilita
seu cultivo em diversos paises, como o Brasil, que possui condi¢cdes

edafocliméticas favoraveis para seu desenvolvimento (Natale et al., 2012).

O plantio recomendado para as laranjeiras € em solos profundos, bem
drenados, com boa aeracdo e retencdo de agua, que facilitam o
desenvolvimento radicular (Bbettcher, Gonzatto e Petry, 2018). O nitrogénio,
fésforo e potassio (NPK) sédo elementos que atuam diretamente na producéo e
qualidade dos frutos, e o planejamento desta etapa leva em consideracdo as
exigéncias de pomares em formacdo e dos pomares em producdo (Mattos
Junior et al., 2018). De modo geral os fertilizantes representam de 15 a 25%
dos custos totais, especialmente em areas com solos pobres ou de média
fertilidade (Souza e Galdino, 2019).

A necessidade hidrica da laranja varia nos diferentes estadios
fenolégicos, sendo as fases de floracédo e frutificacdo as que demandam um
maior requerimento de agua. A adocdo do método de irrigacdo deve considerar
o tipo de solo e sua capacidade na eficiéncia de agua e energia sem que afete
a produtividade (Coelho et al., 2011).

A propagacdo da espécie pode ser feita de forma sexuada, por
sementes, ou assexuada, por apomixia, estaquia, mergulhia, micropropagacgéo
e enxertia, sendo esta ultima a mais usual pelos produtores. A propagacgao
sexuada é utilizada em programas de melhoramento genético e as demais
técnicas de propagacao sao realizadas para manter caracteres agronémicos e

acelerar os estadios juvenis (Souza e Schafer, 2018).
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As principais variedades de copa ou enxerto sdo Citrus sinensis s&o:
Var. 'Péra’, var. ‘Valéncia’, var. ‘Natal’ e var. ‘Folha murcha’, e os principais
porta-enxertos sao limédo (C. limon var. cravo), tangerina (C. reticulata
Blanco var. cledpatra), trifoliata (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) e citrumelo Swingle
(Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) (Mattos Junior et al., 2005;
Bastos et al., 2014).

A laranja ‘Péra’ possui porte médio, copa ereta, maturagado o ano todo,
alto teor de suco e baixa acidez, sendo o principal enxerto do Brasil difundido
em todas as regifes produtoras. O lim&do-cravo, também conhecido por liméo
caipira, divide com o cittomelo Swinge; o posto de principal porta-enxerto
utilizado. Ambos apresentam tolerancia ao virus da tristeza dos citros, causada
pelo virus Citrus tristeza virus C, que ocasionou sérios danos a citricultura nos
anos 1940. O porta-enxerto liméo cravo também possui outras caracteristicas
genéticas que o fazem ser atrativo para os plantios, como a resisténcia a seca
(Prudente e Silva, 2006; Souza e Muller, 2006; Bastos et al., 2014).

Desde a producdo de mudas até a comercializacdo do fruto existem
pragas e doencas associadas a laranja, e 0s prejuizos sao visualizados com a
reducdo da produtividade ou nos danos diretos causados no produto
comercializado. As principais pragas sdo o acaro da leprose dos citros ou da
falsa ferrugem (Brevipalpus phoenicis (Geijskes, 1939); B. papayensis Baker
(1949); B. yothersi Baker, 1949 (Acari: Tenuipalpidae)), escama farinha
(Unaspis citri  (Comstock, 1883) (Hemiptera: Diaspididae)), ortézia
(Orthezia praelonga Douglas, 1891 (Hemiptera: Ortheziidae)), mosca-das-
frutas (ex: Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae);
Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae) e Neosilba
spp. (Diptera: Lonchaeidae)), larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella
Stainton, 1856 (Lepidoptera: Gracillariidae), pulgbes (ex: Aphis spiraecola
Patch, 1914 (Hemiptera: Aphididae) e Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907)
(Hemiptera: Aphididae)), bicho-furdo (Gymnandrosoma aurantianum (Lima,
1927) (Lepidoptera: Tortricidae)), cigarrinhas (ex: Acrogonia citrina Marucci &
Cavichioli, 2002 (Oncometopia (Signoret, 1854) (Hemiptera: Cicadellidae),
psilidio (Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Triozidae) e mosca
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negra (Aleurocanthus woglum Ashby, 1915 (Hemiptera: Aleyrodidae)
(Fundecitrus, 2023c).

Atualmente os cinco maiores produtores mundiais de laranja sao Brasil
(16,5 milhdes de toneladas), China (7,6 milh&es/toneladas), Unido Européia
(5,9 milhdes/toneladas), México (4,2 milhdes/toneladas) e Egito (3,6
milhdes/toneladas), e os maiores produtores mundiais de suco de laranja sao
Brasil (1,1 milhdes de toneladas), México (176 mil toneladas) e Estados Unidos
(125 mil toneladas), respectivamente. De acordo com dados recentes de
producdo (safra 2023/2024) o Brasil detétm 34 do mercado global de
processamento da fruta, producdes (USDA, 2023).

3.2 PRODUCAO NACIONAL

A laranja passou a ser cultivada de forma comercial no Brasil em
meados do século XX, em virtude do declinio do café e dos incentivos
governamentais. Nos anos de 1960, devido a grande demanda do mercado
internacional, foi criado o complexo agroindustrial de citros, e o estado de Sao
Paulo se sobressaiu entre os demais por ser uma regido ja industrializada, por
ter mao de obra qualificada e instituicbes de pesquisas que auxiliaram neste
processo (Fernandes, 2010; Franco, 2016).

Os Estados Unidos dominavam o mercado no inicio do século XX,
liderando em area colhida, producdo e como precursor na instalacdo de
fabricas de processamento da fruta. A partir de 1980, o pais comecou a perder
sua colocacéo para o Brasil, devido a problemas ambientais, como as geadas,
furacBes e tempestades tropicais. E em 2005, com a ocorréncia do HLB na
Flérida, as perdas na producdo foram ainda maiores, gerando prejuizos
milionarios aos produtores (Geraldello, 2015).

Atualmente a laranja é a principal frutifera cultivada no Brasil, e o estado
de S&o Paulo representa 76,14% da producdo nacional, sendo o maior
produtor nacional, com cerca de 12.762 milhdes de toneladas provenientes de
uma area plantada ao redor de 369.247 ha (Zucoloto, Schmildt e Coelho, 2015;
IBGE, 2023).
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Segundo estimativas da Fundecitrus (2023d), a regido citricola do
estado de S&o Paulo, em conjunto com o triangulo mineiro (Minas Gerais)
produzird na safra de 2023/2024 cerca de 309,34 milhdes de caixas (40,8 kg).

Em segundo lugar entre os maiores produtores de laranja do Brasil esta
o estado de Minas Gerais (6,44%), seguido pelo Parana (4,79%), Bahia
(3,78%), Sergipe (2,14%), Rio Grande do Sul (1,90%) e Para (1,54%).
Considerando a regido fisiografica o Sudeste representa 83,11% da producéo,
o Nordeste 6,63%, o Sul 6,90%, o Norte 2,23% e o Centro-Oeste 1,13% (IBGE,
2023).

A producao de suco de laranja é o principal produto citricola do estado
paulista, que exportou 97,5% do volume de sucos produzidos no pais em 2022.
Neste mesmo ano houve um aumento do volume comercializado e a
valorizagdo do prego de exportagdo, culminando em um maior faturamento

desde a queda nos precos ocorrida em 2018 (Vidal, 2023).

Apesar da notoriedade, o estado de Sao Paulo vem enfrentando
dificuldades crescentes no controle de doengas, principalmente o HLB, e para
gue o Brasil consiga manter sua posi¢do no cenario internacional € necessario
fortalecer a cultura da laranjeira em outras regifes do pais (Bastos et al., 2015;
Erpen et al., 2018).

3.3 PRODUCAO NO AMAZONAS

Durante a imigracao japonesa no Amazonas, na década de 1930, os
koutakusseis, como eram conhecidos os estudantes de agronomia da escola
superior de emigracdo japonesa, implantaram a cultura da juta na regido
amazobnica através da concessdao de milhdes de hectares pelo governo
estadual. Neste processo, 0s imigrantes acabaram fortalecendo outras culturas
na regido, como a laranja, contudo, a produgdo comercial desta fruta iniciou
somente na década de 1970 (Homma, 2016; Muto e Aragon, 2019; IDAM,
2019).
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O Amazonas é o segundo maior produtor de laranja da regido Norte do
pais e ocupa a décima posi¢do nacional, com 2.411 citricultores em uma area
plantada de 5.109 ha. No ano de 2023 a produgé&o atingiu 77.727 toneladas, e
uma grande parcela das laranjas cultivadas no estado sdo exportadas para
Roraima (IDAM, 2019; IBGE, 2023). A citricultura no estado do Amazonas
ocorre sobretudo na regido metropolitana de Manaus, que representa 82,5% da
producdo do Amazonas, e compreende 0s municipios de Manaus,
Manacapuru, Itacoatiara, Iranduba, Manaquiri, Presidente Figueiredo, Careiro e
Rio Preto da Eva, sendo este ultimo o maior produtor do estado (IDAM, 2019;
IBGE, 2021).

Atualmente a fruticultura € o segundo maior segmento agricola do
Amazonas, e dentre as lavouras permanentes, a producéo de laranja fica atras
somente da producdo de banana e acai, tornando-se nos ultimos anos uma
das atividades mais importantes do estado (IBGE, 2021; IDAM, 2022).

Como forma de incentivar a citricultura no estado, visto que a producéo
atual ndo supre a demanda local, a cultura passou a fazer parte do programa
de ‘Projetos Prioritarios’ do Instituto de Desenvolvimento Agropecuario do
Amazonas, que abrange cidades como Tefé, Careiro, Iranduba, Presidente

Figueiredo, Rio Preto da Eva, Manacapuru e Manaus (IDAM, 2020).

A regido possui condi¢des climaticas favoraveis para o desenvolvimento
da cultura, mas um dos principais entraves na cadeia produtiva dos citros no
Amazonas sao as doencas fitossanitarias, como a gomose, a pinta preta e a
podriddo floral (Gasparotto, Junqueira e Pereira, 1998; Silva, 2006;
Nascimento, 2018).

O cancro citrico e o HLB ainda s&o consideradas Praga Quarentenéria
Ausente (PQA), mas a CVC ja foi relatada nos pomares amazonenses desde
2007 (Jansen, 2007; ADAF, 2017; ADAF 2021), sendo ent&o considerada uma
Praga Quarentenaria Presente (PQP). Contudo, existem poucos dados sobre a
ocorréncia, distribuicdo e impactos dessa doenca na produgdo de laranja no

Amazonas.

3.4 Xylella fastidiosa Wells et al.,1987
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Xylella fastidiosa €é wuma bactéria Gram-negativa da classe
Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e familia Xanthomonadaceae,
(Vos et al., 2019). Com a descoberta da etiologia bacteriana da doenga mal-
de-pierce em 1978, outras bactérias com caracteristicas semelhantes foram
associadas ao mesmo patdgeno, causando doencas em plantas de vinca
(Catharanthus roseus (L.) G. Don.), pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch) e
ameixeira (Prunus domestical.), com sintomas de murcha, atrofia e
escaldadura (Wells et al., 1987; Hopkins, 1989).

Em 1987, a bactéria foi descrita pela primeira vez por Wells e
colaboradores a partir de videiras com sintomas de mal-de-pierce. As colonias
apresentavam morfologia circular, aspera ou lisa, convexas ou pulvinadas, e
foram visualizadas a partir dos 10 dias de incubacéo, chegando a medir 1,5mm
de diametro. As células Unicas possuiam forma de bastonete e foram
consideradas estritamente aerdbicas e habitantes do xilema, recebendo o

nome de Xylella fastidiosa (Wells et al., 1987).

O género Xylella possui duas espécies, a Xylella fastidiosa, endémica
das Américas, e a Xylella taiwanensis, endémica de Taiwan, e foram propostas
ao todo seis subespécies; subsp. pauca, subsp. sandyi, subsp. tashke, subsp.
morus, subsp. fastidiosa e subsp. multiplex, todas com especiacdes alopatricas
destas, trés sdo conhecidas por causarem problemas em culturas comerciais:
subsp. pauca que causa a CVC em laranjeiras, a atrofia de ramos em cafeeiro
e a sindrome do declineo rapido em oliveira, a subsp. fastidiosa que causa a
doenca de pierce na videira e a queima das folhas na amendoeira e a subsp.
multiplex que causa sintomas de queima foliar na ameixeira, pessegueiro e

amendoeira.

Essa classificacdo € realizada através do relacionamento filogenético e
diferenciagbes observadas na sequéncia multilocus em testes MLST
(Multilocus sequence typing) e gendmica (Janse e Obradovic, 2010; Almeida,
Coletta-Filho e Lopes, 2014; Rapicavoli et al., 2018; Vos et al., 2019; EPPO,
2020).

As estirpes de Xylella fastidiosa subsp. pauca que causam doenca no

cafeeiro ndo causam doenca nos citros, e sdo consideradas intra-subspécies, e
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sdo agrupadas em clados ou grupos diferentes, entretanto a alta taxa de
recombinacdes entre elas possibilita a convergéncia genética e a capacidade
de infectarem o mesmo hospedeiro ou serem introduzidas em novas culturas
(Almeida, Coletta-Filho e Lopes, 2014, Coletta-Filho et al., 2020).

Esta subespécie limitava-se as Américas, mas foi detectada no sul da
Itélia em 2013 (Silva et al., 2017). Estas ultimas descobertas apontam nédo sé a
patogenicidade da X. fastidiosa e a suscetibilidade de espécies botanicas de
importancia agronémica, como também a crescente lista de hospedeiras desta

bactéria (Saponari et al., 2017).

3.4.1 Clorose Variegada dos Citros (CVC)

O primeiro relato de plantas com sintomas de CVC foram observados
em pomares de laranja doce no municipio de Macaubal, Sdo Paulo, e
inicialmente foram associadas a deficiéncias nutricionais (Coletta-Filho e
Souza, 2014). Em seguida foi levantada a hipotese de que os sintomas eram
oriundos de infec¢cdes por Candidatus Liberibacter spp., mas apds analises
laboratoriais na Franca esta hipotese foi descartada, visto que o patdgeno era
limitado ao xilema (Rossetti e De Negri, 2011). Em 1993 foi realizado o
postulado de Koch que identificou a bactéria Xylella fastidiosa como o agente
causal da doenca, a qual passou a ser conhecida por clorose variegada dos
citros em decorréncia dos sintomas foliares (Coletta-Filho e Souza, 2014).

Os sintomas aparecem principalmente sobre as folhas e os frutos,
devido a alteracdes fisiol6gicas, a doenca afeta a absorcao e redistribuicdo de
nutrientes, por isso sdo comumente confundidos com distarbios nutricionais de
zinco (Zn) e potassio (K). Nas folhas sdo formadas manchas cloréticas
irregulares na face adaxial e pustulas de coloracdo palha na face abaxial, que
se iniciam restritas a um ramo na copa e avangam por toda a planta. A
translocacdo da a4gua e as folhas jovens podem ficar murchas, com limbo foliar
estreito e tamanho reduzido (Figura 1) (Rossetti e De Negri, 2011; Barbieri et
al., 2023).

Com o avanco da doen(;a, as areas com clorose passam a necrosar,

ocorre a desfolha severa, e como a doenca € sistémica, ndo € possivel reverter
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(Nogueira et al., 2016). Os frutos ficam suscetiveis a queimaduras solares e
amadurecem precocemente, permanecendo pequenos. A quantidade de agua,
acidez e acucares também reduzem, tornando-os duros e inviaveis para a
comercializacdo. Esse processo ocorre em resposta ao estresse hidrico, e esta
relacionado com a interrup¢cdo do fluxo de &gua, fazendo com que o fruto

acabe rachando (Marques e Garrido, 2018; Barbieri et al., 2023).

Figura 1. Sintomas da clorose variegada dos citros. A. Manchas cloréticas irregulares na face
adaxial da folha. B. Pustulas de coloragdo palha na face abaxial das folhas. C. Frutos

pequenos, duros e com rachaduras.

A identificagdo dos vetores de X. fastidiosa foram comprovados em 1996
(Roberto et al.,, 1996). As cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae) sdo os
responsaveis pela transmissdo primaria (entre pomares) e secundaria (entre
plantas do mesmo pomar). O material vegetativo, como enxertos
contaminados, € responsavel pela disseminacdo a longas distancias (Coletta-
Filho et al., 2014).
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As descobertas sobre a transmissédo da bactéria por insetos e mudas
infectadas levaram a criacdo de um decreto estadual para producéo de citros
em 2003 em Sao Paulo, em um programa de manejo para eliminacdo das
plantas doentes e exclusdo dos insetos vetores, obrigando todos os produtores

a telarem os viveiros com mudas (Coletta-Filho et al., 2020).

As perdas ocasionadas pela elevada severidade da doenca
concentraram o foco para a bactéria no fim da década de 1990, e devido a sua
importancia econbmica e a inexisténcia do sequenciamento do genoma de um
fitopatogeno impulsionaram os estudos com a X. fastidiosa, considerado o
primeiro organismo causador de doencas em plantas a ser sequenciado no
mundo. Essa pesquisa foi um arduo trabalho desenvolvido por mais de 200
pesquisadores brasileiros e de universidades internacionais, através da rede
ONSA (Organizagdo para Sequenciamento e Analise de Nucleotideos) e
financiamento da FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo), intitulado “Projeto Genoma” e posteriormente publicado na revista
britAnica Nature com o titulo “The genome sequence of the plant pathogen
Xylella fastidiosa” (Simpson et al., 2000; Kimura e Baia, 2002).

Com o sequenciamento do genoma foi possivel conhecer os principais
mecanismos de patogenicidade, toxicidade, aderéncia, metabolismo energético
e resisténcia antimicrobiana, além dos processos que auxiliam no transporte
sisttmico da bactéria através da planta (Simpson et al., 2000; Rodrigues,
2011).

Os primeiros estudos para a confirmacédo da CVC no Amazonas foram
realizados por Gasparotto, Pereira e Pereira (2002), intitulado de
“‘Levantamento da incidéncia da leprose, pinta preta, clorose variegada dos
citros (CVC) e cancro citrico nos pomares de citros do estado do Amazonas” no
qual a doenca néo foi constatada. A segunda pesquisa foi realizada por Jansen
(2007) e a terceira por Silva (2021), que resultaram na detec¢cdo molecular do

patdgeno em alguns municipios do Amazonas.

3.4.2 Infeccao e Colonizagao
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A capacidade de colonizar sistematicamente o hospedeiro € o maior
fator de patogenicidade da X. fastidiosa. Ao ser inoculada na planta, as células
bacterianas aderem-se a parede dos vasos do xilema, se multiplicam se unem
umas as outras e formam uma enorme comunidade bacteriana aderida a
parede do xilema, que passam a produzir exopolissacarideos (EPSs) (Janse e
Obradovick, 2010; Carvalho et al., 2022).

Esse agregado de organismos e proteinas sdo descritos como biofilme e
dificultam o fluxo de agua e nutrientes nos vasos Xxilematicos (Janse e
Obradovick, 2010; Martins et al., 2010; Carvalho et al., 2022). O biofilme
também é um fator de viruléncia e um mecanismo de resisténcia, conferindo
protecdo a bactéria contra as respostas de defesa da planta e agentes
antimicrobianos (Caserta et al., 2010). A formacéo do biofilme ocorre de forma
organizada e pode ser dividida em 5 etapas distinta: adeséo reversivel, adesao
irreversivel, producdo de substancias extracelulares, maturagéo, e por ultimo,

dispersédo (Souza et al, 2004; Caserta et al., 2010; Janissen et al., 2015).

No momento em que a bactéria é inoculada pela cigarrinha ela se adere
a parede do xilema. Essa € uma etapa inicial de infeccdo e sdo os nutrientes
disponibilizados pela planta, como o calcio (Ca) e o magnésio (Mg) que
aumentam as forcas adesivas do patégeno. O célcio auxilia na consisténcia do
biofilme, tornando-o mais rigido e facilitando a oclusdo do vaso condutor (Cruz,
Cobine e La Fuente, 2012).

Xylella fastidiosa possui uma gama de genes que codificam as adesinas,
faciltando a aderéncia irreversivel, as células bacterianas produzem
exsudados compostos de proteinas e polissacarideos em torno das células
xileméticas, formando uma ponte entre a coldnia e o xilema, a PilA2 e PilC sdo
exemplos de proteinas fimbriais importantes na formacéo e adeséo do biofilme
(Caserta et al., 2010; Janissen et al., 2015). Na maturacdo, polimeros
extracelulares formam uma matriz que tem por objetivo dar suporte mecanico
ao biofilme, e durante este processo sdo observados a expressao de varios
genes envolvidos no metabolismo energético, na producdo de proteinas
transportadoras, antigenos e mecanismos de regulacdo (Souza et a., 2004;
Janissen et al., 2015).
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Com o fortalecimento do biofilme no vaso condutor as bactérias
colonizam o xilema e obstruem a passagem de 4gua e nutrientes, causando 0s
sintomas caracteristicos de deficiéncias nutricionais (Janissen et al., 2015). A
tltima fase do ciclo da doenca € a dispersédo da bactéria, ap6s o0 aumento da
comunidade bacteriana no xilema ocorre a desaderéncia do biofilme, e a
movimentagcdo do patdgeno estd associado a fimbrias do tipo IV, responsével
pela mobilidade sistémica na planta através da retracdo do pilli, também
chamado de twitching motility (Mattick, 2002; Silva, 2011). Assim como o Ca e
o Mg participam da adesdo do patdgeno, o Fe também participa do processo
de infeccédo, regulando a expresséo de genes de viruléncia, como a pili tipo IV
(Cruz, Cobine e La Fuente, 2012).

A colonizacdo da planta e do vetor sdo as formas de infeccdo mais
visiveis neste patossistema. No inseto a bactéria permanece de forma
persistente e ndo circulativa, multiplicando-se constantemente no cibario. Nas
fases ninfais a bactéria é perdida entre as equidizes, e quando adquirida na
fase adulta ela permanece até o fim do ciclo de vida do inseto, tornando o vetor
potencial por toda sua vida (Marques e Garrido, 2018; Roper, Castro e Ingel,
2019).

Os mecanismos envolvidos na viruléncia também sado resultados da
acdo de toxinas, como a Colicina-V., producdo de antibiéticos e do sequestro
de ions. Esses componentes atuam na prevencao do processo de biofilime e
contribuem principalmente para o crescimento e proliferacdo da comunidade

bacteriana (Simpson et al., 2002; Burbank e Stenger, 2017).

3.4.3 Disseminacgéo e Sobrevivéncia

A disseminacdo da bactéria em escala geografica ocorre através da
movimentacdo de espécies hospedeiras assintomaticas e da troca de material
vegetal, e em nivel de pomar se da sobretudo por meio cigarrinhas portadoras
da bactéria (Marques e Garrido, 2018; Carvalho et al., 2022). Os métodos de
reproducdo assexuada, através do uso de material vegetal propagativo, séo
bastante comuns na cultura da laranjeira e a inoculacdo bacteriana pode
ocorrer durante o processo de enxertia ou borbulhia, ao utilizar material

contaminado (Silva et al., 2017). Apesar da bactéria colonizar outras partes da
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planta, ndo ha indicios da transmissao vertical por sementes (Coletta-Filho et
al., 2014).

A sobrevivéncia da bactéria pode ocorrer em plantas hospedeiras
alternativas, algumas assintomaticas. Dados da European Food Safety
Authority (EFSA, 2020) lista mais de 590 espécies de plantas hospedeiras da
X. fastidiosa, contabilizando 82 familias botanicas, contudo, os indices de
severidade variam entre espécies e cultivares, ao passo que muitas acabam

sendo assintomaticas e tornam-se um perigo para a cultura principal.

A identificacdo de espécies daninhas como fontes de inoculo do
patdgeno permite um manejo eficiente do pomar. Estudos sugerem que plantas
espontaneas, facilmente ignoradas em campo, podem abrigar a bactéria, assim
como o sabugueiro preto (Sambucus canadenses), cravorana (Ambrosia
artemisiifolia), chapéu Mexicano (Ratibida columnifera), pepino listrado

(Diplocyclos palmatus) e a magnolia (Magnolia grandiflora).

A auséncia dos sintomas pode ser entendida como um periodo latente
da bactéria ou como a resisténcia da planta hospedeira a infeccado do patégeno
(Margues e Garrido, 2018). Para compreender o processo de disseminacdo da
bactéria € necesséario um entendimento do comportamento alimentar do vetor
(Krugner et al., 2019).

A transmissdo ocorre em trés diferentes etapas, conhecidas como
aquisicao, retencao e inoculacéo da bactéria, primeiramente, o inseto explora o
tecido vegetal, em seguida realiza picadas de provas curtas e, por ultimo, opera
uma ingestdo mais longa da seiva, através do bombeamento cibarial, a
cigarrinha adquire a bactéria ao sugar os nutrientes presentes em uma planta
sintomatica, e ao se alimentar de uma planta sadia, acaba inoculando a
bactéria, a maior eficiéncia de aquisicdo pelas cigarrinhas ocorre em média 48
horas, mas a infecgcdo pode acontecer nas primeiras horas de sua alimentacao
(Yamamoto e Lopes, 2004; Krugner et al., 2019; Carvalho et al., 2022).

Andlises microscopicas sugerem que X. fastidiosa ndo fica
uniformemente dentro da cigarrinha, mas é retida em &reas especificas
localizadas no estomodeu, como o cibario, multiplicando-se e tornando a

cigarrinha um vetor potencial por toda sua vida. Uma das teorias que buscam
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explicar a deposicao bacteriana nos xilemas das plantas esta relacionada com
a tensdo negativa dos vasos condutores, no qual desprenderia uma forca
inversa a succdo, ocasionando o refluxo da seiva e a introdug¢do do patégeno
(Schneider e Azevedo Filho, 2014; Graner, 2014).

As cigarrinhas vetoras de X. fastidiosa pertencem a familia Cicadellidae
(Hemiptera: Auchenorrhyncha), com cerca de 50 subfamilias, nos quais a
Cicadellinae e Deltocephalinae sdo as mais estudadas (Cavichioli e Takiya,
2012). No Brasil existem aproximadamente 70 espécies, nos quais 17% séo
vetores da bactéria causadora da CVC (Fundecitrus, 2023c). Os vetores de X.
fastidiosa sdo polifagos com aparelho sugador, especifico para a succao da
seiva presente nos vasos condutores do xilema e amplamente distribuido em
todas as regifes do Brasil. (Yamamoto e Lopes, 2004; Schwantes, Pacheco E
Azevedo Filho, 2021).

As condi¢des térmicas interferem diretamente no aumento do niamero de
cigarrinhas e consequentemente do seu comportamento alimentar, resultando
na disseminacgdo do patdégeno. O verdo e o inicio do periodo chuvoso séo tidos
como a principal época de propagacdo do vetor, e no momento em que O
pomar é submetido ao frequente estresse hidrico, o inseto diminui sua taxa de
alimentacéo e sobrevivéncia (Roberto e Yamamoto, 1998; Pereira et al., 2005;
Nunes et al., 2007; Giacomelli et al., 2022).

O processo de disseminacdo é um dos fatores primordiais nas
recombinacdes potenciais das cepas, durante a restricdo no aparelho bucal do
inseto infectado as bactérias entram em contato com cepas de localidades
distintas, e a necessidade de adaptacdo favorece as trocas génicas, as
recombinacfes também ocorrem a partir da deposicdo da bactéria em outras

plantas sintomaticas (Potnis et al., 2019).

3.4.4 O Manejo da CVC

A forma mais eficiente de manejo da doenga € o controle dos insetos
vetores, além do uso de mudas sadias, poda de ramos sintomaticos e a
eliminacdo de plantas doentes ou hospedeiras (Lopes et al., 2004; Martinelli,

2021, Bassanezi, Primiano e Moreira, 2021).
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Para a minimizacdo da populacdo de cigarrinhas séao utilizados
inseticidas sistémicos registrados para a cultura de citros. Este procedimento &
realizado com a muda ainda em viveiro, e as aplicacdes devem ser mantidas
apos a transferéncia ao campo. Os inseticidas sistémicos apresentam alta
seletividade, e maior periodo de protecdo, tornando-se vantajosos durante o
estabelecimento da cultura, diminuindo de forma precoce os insetos vetores

nos pomares (Yamamoto et al., 2002; Bassanezi, Primiano e Moreira, 2021).

Para realizacdo da poda € necessaria uma inspecdo do pomar para
determinacdo da presenca de sintomas da doenca, seguido do corte da area
afetada. A poda é realizada 70cm a partir da ultima folha inferior com sintomas,
e no local retirado séo utilizadas pastas cupricas para evitar que a area exposta

seja infectada por novos agentes patogénicos (Fundecitrus, 2023b).

Atualmente existem instru¢cdes normativas que englobam todo territorio
nacional expedido pelo MAPA e exigem que as sementes utilizadas para
producdo de porta-enxertos sejam cadastradas na CDA e que as mudas
obrigatoriamente passem por exames laboratoriais para comprovacédo da
auséncia da X. fastidiosa. As portarias estaduais devem segui-las, podendo ser
mais restritivas, como o decreto estadual n°® 47.931, de 07 de julho de 2003,

gue exige que que os viveiros e depodsitos sejam telados (Séo Paulo, 2003).

No Amazonas nédo existe legislacdo estadual especifica para o manejo
da CVC, e as instrucGes referentes aos citros incluem apenas normativas
nacionais, como a IN. 21, de 25 de abril de 2018, que disponibiliza os
procedimentos necessarios para o estabelecimento e manutencdo do status
fitossanitério relativo ao Cancro Citrico (Xanthomonas citri subsp. citri), e o Art.
1° da Portaria N° 317, de 21 de maio de 2021, que institui o Programa Nacional
de Prevencédo e Controle da doenca Huanglongbing (HLB) (Brasil, 2018; Brasil,
2021). Mesmo que nao exista uma legislacdo propria que direcione 0s
produtores locais, é ideal que a comercializacdo de mudas seja realizada em

viveiros registrados e que ndo possuam casos de contaminagéao.

No ano de 2023 a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), juntamente com a Fundagéao Coopercitrus Credicitrus e o Centro de

Citricultura Sylvio Moreira (IAC) lancaram uma variedade tolerante a X.


http://www.adaf.am.gov.br/wp-content/uploads/2022/05/INSTRU%C3%87%C3%83O-NORMATIVA-N%C2%BA-21-DE-25-DE-ABRIL-DE-2018-2.pdf
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fastidiosa, a Navelina XR, uma cultivar de laranjeira de umbigo destinada ao
consumo in natura onde o manejo da CVC passa a ser menos intensivo
(Embrapa, 2023).

3.5 METODOS DE DETECCAO E QUANTIFICACAO
3.5.1 Métodos Moleculares Para Deteccao da Xylella fastidiosa

A PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e a PCR em tempo Real (QPCR) sdo os principais métodos
moleculares para deteccdo da X. fastidiosa. Essas técnicas baseiam-se na
amplificacdo de sequéncias alvos e consistem na polimerizac&o in vitro do DNA
e € considerada mais sensivel que a convencional e muito eficiente na
deteccdo da bactéria, além de se destacar pela rapidez e confiabilidade dos
resultados (Watson et al., 2015; Baldi e La Porta, 2017; Lopez, Landa e Noales,
2017; Caro, Caceres e Caycedo, 2019; Ramirez, 2020).

Os primers empregados na amplificacdo da bactéria se anelam a
diferentes regides do genoma e possuem pesos moleculares distintos, entre
eles, 0o S-S-X.fas-0838-a-S-21 e S-S-X.fas-1439-a-A-19 (Rodriguez et al.,
2003), XF-F e XF-R (HARPER et al., 2010), XF-F3, XF- B3, XF-FIP, XF-BIP,
XF-LF, XF-LB (Harper et al., 2010) e RST31/RST33 (Minsavage et al., 1994).

Os primers RST31/RST33 sdo comumente adotados em trabalhos de
deteccdo da X. fastidiosa. Esses iniciadores se ligam a uma regido gendémica
conservada do fator sigma do RNA polimerase, que por sua vez é capaz de
catalisar a sintese de RNAm, RNAt e RNAr, as bactérias utilizam esse fator na
transcricdo de genes de manutencdo, como crescimento, viruléncia e estimulos
especificos (Francischini, 2010; Silva Neto et al., 2007, Esteves et al., 2019;
Waliullah et al., 2019; Lloyd e Betchel, 2020; Waliullah et al., 2022; Al-Karablieh
et al., 2023).

Outra técnica molecular utilizada na deteccdo da X. fastidiosa € o LAMP
(Amplificacao Isotérmica Mediada por Loop), que pode ser realizada em blocos
térmicos ou em banho maria e descarta a necessidade de equipamentos
especificos, amplificando o DNA em uma Unica temperatura. Essa amplificacéo

conta com seis primers diferentes, dois primers internos, dois primers externos
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e dois loop primers e é considerada eficiente também na deteccdo do patdgeno
através do DNA do inseto vetor (Harper, Ward e Clover, 2010; Nunes, 2013;
Yaseen et al., 2015)

3.5.2 Métodos Seroldgicos Para Deteccao da Xylella fastidiosa

O ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) é um teste seroldgico
imunoenzimatico, utilizado em diversos ambitos da ciéncia, bem como em
estudos de doencas infecciosas. Ao todo existem 4 técnicas diferentes: ELISA
direto, ELISA indireto, ELISA sanduiche e ELISA por competicdo. O teste DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich) é utilizado em varios estudos para
confirmacédo da X. fastidiosa (Leite Junior, Leite e Ceresini, 1998; Bolanos et
al., 2015; Franco et al., 2021.; Alhajj, Zubair, Farhana, 2023).

Outro método que envolve a ligacdo antigeno-anticorpo € a
Imunofluorescéncia, que pode ser direta ou indireta. No teste indireto (IF) a
regido alvo é marcada com fluor6foros através de um anticorpo, este
procedimento € considerado 1.000 vezes mais sensivel que o DAS-Elisa na
deteccdo da bactéria e é empregado ainda na marcacdo de componentes das
células, como as proteinas (Yorinori et al., 2003; Aoki et al, 2010; Bersseli,
2023).

O western blotting, conhecido também por protein blotting ou
immunoblotting, € um método de biologia molecular focado na imunodeteccao
de proteinas, permitindo inclusive a quantificacdo e caracterizacdo dessas
moléculas. O método pode ser aplicado na deteccdo de componentes
pertencentes a X. fastidiosa, como as proteinas fimbriais PilA2 e PIlC
produzidas na formacdo do biofiime (Caserta et al., 2010; Miguel, Menezes e
Aratjo, 2012).

3.5.3 Isolamento Bacteriano e Método Adicional

As metodologias aplicadas no isolamento bacteriano sdo muito
trabalhosas e o patdgeno é bastante exigente nutricionalmente. Para seu
cultivo séo utilizados meios de cultura especificos, ricos e complexos, podendo
ser liquidos ou sélidos, como o meio PW, PWG, XFM, BCYE, PD2 e CS20. As
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colonias apresentam coloracao branca, opalescente ou amarela, e podem ser
visualizadas a partir dos 10 dias, dependendo do meio escolhido (Munar et al.,
2017, Noales e Barbé, 2018; Santos, 2022; Carvalho et al., 2022).

Recomendacdes da EPPO (2019) sugerem que sejam utilizados pelos
menos dois meios de cultura diferentes durante uma primeira deteccéo, sendo
0 meio PWG o mais eficiente para a maioria das plantas isoladas. Outro passo
fundamental formulado pela EPPO é a desinfestacdo das placas, visto que a
bactéria pode demorar dias para crescer (+28 dias), e assim aumentar as

chances de contaminagdes por outros microrganismos.

A Microscopia Eletronica de Varredura € um método adicional na
verificacdo do patdgeno, neste método as células bacterianas podem ser
visualizadas a partir de cortes transversais do tecido vegetal, como a nervura
ou o peciolo, auxiliando na comprovacao da doenca (Silva et al, 2004; Lins et
al., 2008; Raimundi, 2013; Cariddi et al, 2014; Marques e Garrido, 2018).

3.5.4 Métodos de Quantificacdo da CVC

A doenca em campo pode ser mensurada por meio da incidéncia e da
severidade. A primeira € uma variavel simples, mas precisa, que determina de
forma objetiva 0 nimero de plantas ou parte de plantas doentes em uma
populacao, e a segunda é uma variavel mais laboriosa, pois quantifica a area
do tecido vegetal coberto por sintomas da doenca (Vale e Zambolim, 1996;

Amorim e Bergamin Filho, 2018).

A severidade é quantificada por meio de escalas de notas e escalas
diagramaticas e sdo adaptadas por diferentes metodologias e critérios,
utilizando ramos, folhas ou toda planta e visam distribuir diferentes percentuais
correspondentes a agressividade da doenca (Queiroz-Voltan, Perosin Cabral e
Paradela Filho, 2004; Amorim e Bergamin Filho, 2018, Fundecitrus, 2021).

Atualmente a aplicacdo de metodologias VI (Vegetation Index) sao
bastante utilizadas na verificacdo do vigor da vegetacédo, através de indices de
clorofila, indice da éarea foliar e diferentes pigmentacdes do dossel, esta

abordagem permitiu a analise incidéncia de Xylella fastidiosa em oliveiras na
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Italia, possibilitando a verificacdo da evolucéo temporal da doenca (Hornero et
al., 2020).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

A escolha dos municipios para coleta foi baseada nos dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2021), no qual foram selecionados
0S municipios com maior producdo de laranja. Os municipios selecionados
foram Rio Preto da Eva, Itacoatiara, Iranduba, Presidente Figueiredo, Careiro,
Manaquiri, Manaus e Manacapuru, sendo esta Ultima localizacdo uma regiao
fronteirica entre dois municipios, que, geograficamente, corresponde a Beruri,

mas politicamente pertence a Manacapuru (Tabela 1; Tabela 2; Figura 2).
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Tabela 1. Municipios selecionados para quantificacdo da intensidade
da CVC e isolamento e deteccédo da Xylella fastidiosa.

Municipios Area destinada  Produc&o Valor da producéo
a colheita R$
Rio Preto da 340 (ha) 7.480 (t) 11.220,00 (x1000)
Eva
Manacapuru 224 (ha) 3.476 (1) 12.514,00 (x1000)
Itacoatiara 106 (ha) 1.314 (1) 2.759,00 (x1000)
Iranduba 83 (ha) 1.743 (1) 2.266,00 (x1000)
Manaquiri 67 (ha) 1.206 (t) 3.618,00 (x1000)
Presidente 50 (ha) 1.110 () 3.300,00 (x1000)
Figueiredo
Careiro 30 (ha) 330 (1) 528,00 (x1000) R$
Manaus 25 (ha) 525 (t) 998,00 (x1000) R$

Fonte: IBGE (2021)

Tabela 2. Coordenada Geogréafica dos pomares escolhidos e n° de
amostras coletadas para andlises de quantificacdo da intensidade da
doenca e isolamento e deteccdo da Xylella fastidiosa

Propriedade | Coordenada Local N° de Ano
Geogréfica Amostras
1 2°43'00.7"S Rio Preto da 30 2022
59°26'40.3"W Eva
2 3°43'12.0"S Manacapuru 40 2022

61°15'28.8"W
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3 2°56'08.0"S Itacoatiara 40 2022
59°09'18.6"W

4 3°12'15.6"S Iranduba 30 2022
60°13'39.4"W

5 3°34'46.7"S Manaquiri 10 2022
60°24'39.8"W

6 1°26'28.2"S Presidente 40 2022/
60°15'17.3"W Figueiredo 2023
7 3°29'21.0"S Careiro 10 2022

60°08'59.0"W

8 2°52'44.6"S Manaus 55 2022
60°04'39.9"W

ergrw BT ITW erorw ETOTW
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" [ Legenda ‘*&
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1 Figura 2. Mapa de localizagcdo dos municipios amostrados com os respectivos pontos de

2  coleta. Os pontos de amostragem estdo representados por um ponto preto.

3

4 4.2 AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA

5

6 A intensidade da CVC foi avaliada usando duas variaveis, a incidéncia e

7 a severidade, e para obtencdo dos dados as plantas foram selecionadas

8 conforme croqui (Figura 3) e posteriormente foram realizadas inspecdes visuais

9 em uma a cada quatro arvores da linha, com um intervalo de trés fileiras. As
10 informacdes registradas em campo foram reproduzidas no programa Excel e
11 para avaliacdo da incidéncia foram contados o numero total de plantas do
12 talhdo (NT) e o numero total de plantas com sintomas (NS), seguidos pelo
13  cdlculo: Incidéncia (%) = (NS/NT) *100 (Talamini, Ferreira e Ramos, 2013).

YL L Y L LY Y Y
(BB D g
'YX L L L LY Y
'Y Y YN YW WYY
HPBPRDD
L XX LY W AN
Y XN YN WY Y

14 Figura 3. Croqui da area amostral inspecionada para as analises de intensidade da doenca. As

15  variaveis de incidéncia e severidade foram realizadas em uma a cada quatro plantas da linha

16  em um intervalo de trés fileiras.
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A estimativa da severidade foi realizada a partir de uma escala de notas
adaptada de Fundecitrus (2021), com quatro niveis sendo: nivel 1- inicial:
plantas com sintomas em um quadrante ou em 25% da copa; nivel 2-
intermediéaria: plantas com sintomas em dois quadrantes ou em 50% da copa,;
nivel 3- severo: plantas com sintomas em trés quadrantes ou em 75% da copa,;
nivel 4- extremamente severo: plantas com sintomas nos quatro quadrantes ou

em 100% da copa (Figura 4).

Figura 4. Quantificacdo da severidade de CVC por diferentes quadrantes da planta. Sintomas
em um quadrante: 25% de severidade; Sintomas em dois quadrantes: 50% de severidade;
Sintomas em trés quadrantes: 75% de severidade e sintomas em quatro quadrantes: 100% de

severidade.

A avaliacdo da intensidade da doenca foi realizada em apenas uma
época do ano, entre agosto e novembro de 2022, intervalo delimitado por
temperaturas médias mensais de 28,95 °C e precipitacbes médias de 74,85

mm, correspondendo ao periodo de estiagem (junho a novembro) (Cavalcante
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e Tony-Lee, 2014; Alvares, 2013; Franca, 2015; Monteiro, Pereira e Jiménez,
2016, INMET, 2023). Outras informacdes do pomar também foram levantadas,
como a idade do talh&o e os gendtipos de enxerto e porta enxerto.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas cerca de 10 folhas sintoméaticas e assintomaticas e 5
ramos de aproximadamente 12 cm por plantas de citros, em duas épocas do
ano, no periodo chuvoso, que corresponde de dezembro a maio, apresentando
precipitacdo média de 380 mm e temperatura média de 26,17 °C, e no periodo
de estiagem ou pouco chuvoso, de junho a novembro, com precipitacdo média
de 24mm e temperatura média de 29°C (Cavalcante e Tony-Lee, 2014 Franca,
2015, Monteiro, Pereira e Jiménez, 2016; INMET, 2023).

A distancia minima entre as plantas amostradas foi de 20 metros, ou a
cada 3 arvores, com o intervalo de uma fileira entre linhas, excluindo as plantas
nas bordas do talhdo e acometidas por outras doengas como a gomose ou com
grau elevado de deficiéncia nutricional. De cada pomar foram recolhidas entre
10 a 20 amostras. O material foi identificado, transportado em sacos de papel

25x35cm e armazenado em freezer a -4°C. (Figura 5).
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Figura 5. Croqui da area amostral para coleta de folhas e ramos sintomaticos e assintomaticos,
as coletas foram realizadas a cada 20m entre plantas da mesma linha e o (X) representou o

intervalo das fileiras.

4.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal do Amazonas. Foram
selecionadas aleatoriamente de 6 a 10 folhas e 3 a 5 ramos por amostra. As
amostras foram lavadas com detergente liquido neutro e agua corrente, e
secos em temperatura ambiente (x 26°C). Com o auxilio de um bisturi
esterilizado n°4, foram retirados as nervuras centrais e o peciolo das folhas. A
partir deste material, as amostras foram separadas em dois grupos, destinados
a extracao de DNA e para o isolamento bacteriano.

4.5 |ISOLAMENTO DE X. fastidiosa

Ramos e nervuras foram usadas para o isolamento da bactéria.
Inicialmente as amostras foram submetidas a desinfestacéio superficial (Alcool
70%/2 minutos; hipoclorito de sédio 2%/2 minutos; triplice lavagem com agua
destilada autoclavada/l minuto) e secagem em papel de filtro, em condi¢cbes
assépticas. Duzentos miligramas de cada amostra foram seccionados e
macerados em 2mL de tampéo fosfato salino (Cloreto de Soédio (NaCl): 8g/L;
Cloreto de potassio (KCL): 0,2 g/L; Fosfato de Sodio Monobasico (NaH,POa):
1,38 g/L; Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO4): 0,272 g/L; Tween 80: 1
mL/L; H20 gsp: 1000 mL; gotas de hidroxido de potassio (KOH) para ajuste do
pH 6.8). O macerado resultante foi submetido a diluicdo seriada no mesmo
tampéo, até a concentracdo de 10°3.

Para o plagueamento foram depositados equidistantes, trés aliquotas de
15 ul da ultima diluigdo (10%), em placa de petri de 80 mm de diametro com
meio de cultura BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract), contendo: ACES
(acido N-(2-acetamino)-2-amino-etanossulfénico/ C4H10N204S):10,0 g/L; extrato
de levedura: 10,0 g/L; carvao ativado: 2 g/L; bacto agar: 10,0 g/L; pirofosfato
férrico (Fea(P207)3): 0,25g/L (dissolvido em 10 mL); L-cisteina (CsH7NO2S): 0,4
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g/L (dissolvido em 10mL); hidréxido de potassio (KOH): 40 mL/L e H20 qsp:
940mL (WELLS et al., 1981). As placas foram mantidas na posi¢édo vertical

durante cerca de 3 minutos, para escorrimento.

O isolamento a partir da seiva contida nos ramos lenhosos foi realizado
pela técnica de “prints”, onde ap6s a desinfestacdo, os ramos foram
seccionados em fragmentos de aproximadamente 5 cm, e com o auxilio de um
alicate flambado, estes foram comprimidos até que a seiva emergisse do ramo,
em seguida foram pressionados sobre o meio de cultura, formando “carimbos”

do tecido vegetal.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldégica (SolidSteel) em
temperatura de 30 °C até o aparecimento das colénias. As bactérias crescidas
foram repicadas e mantidas na mesma temperatura para o desenvolvimento

das colbnias.

Os isolados obtidos foram previamente identificados e preservados em
tubos de criopreservacédo contendo 1 mL de meio liquido PW (Periwinkle wilt),
com: (phytone peptone (BBL 4311906): 4 g/L; trypticase peptone (BBL
4311921): 1g/L; cloreto de Hemina (CssH30CIFeN4sO4.2H): 10 mL/L (0,1 g
dissolvida em 100mL de agua destilada e adicdo de 0,2 g de NaOH (hidroxido
de s6dio)); vermelho de fenol (C19H140sS): 10 mL (0,2 g dissolvido em 100 mL
de 4gua destilada e adicdo de 0,2 g de NaOH (hidroxido de sédio); fosfato de
potassio dibasico (K2HPOa4): 1,2 g/L; fosfato de potassio monobasico (KH2POa):
1 g/L; sulfato de magnésio (MgSOa4.7H20): 0,4g/L; glutamina (CsH10N203):
50mL (4g dissolvida em 50mL de &gua destilada); BSA (albumina sérica
bovina): 15mL (3g dissolvida em 15mL de agua destilada); X. H20 gsp: 915 mL
e 1 mL de glicerol (C3sHsOs) (Davis et al., 1981; Hill e Purcell, 1995).

4.6 EXTRACAO DE DNA GENOMICO VEGETAL E BACTERIANO

Para a extracdo de DNA, as nervuras de folhas sintomaticas foram
seccionadas em fragmentos menores e maceradas em nitrogénio liquido até a
formacdo de um po fino. Deste material foram retirados 100 mg de cada

amostra, os quais foram transferidos para microtubos de 2mL. A extragdo de
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DNA foi feita de acordo com o protocolo descrito por Murray e Thompson

(1980), e os DNAs obtidos foram ressuspendidos em 50pL de agua ultrapura.

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada a partir das colénias isoladas
em meio BCYE, utilizando o kit DNA Wizard Genomic DNA (Promega), de
acordo com as recomendacdes do fabricante, e os DNAs obtidos foram
ressuspendidos em 50uL de TE (Tris-EDTA).

A gualidade dos DNAs obtidos foi verificada em gel de agarose (0,8%) e
em espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) por meio da razéao
260/280. Com os dados obtidos, as concentragfes foram ajustadas para
30ng/50pL.

4.7 DETECCAO MOLECULAR DE X. fastidiosa

A deteccdo de X. fastidiosa em plantas de laranjeira foi realizada
utilizando a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) com o par de primers
especificos para X. fastidiosa, RST31 (5°-
GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC-3) e RST33 (5°-
CACCATTCGTATCCCGGTG-3") desenvolvidos por Minsavage et al., (1994). A
reacdo de PCR foi preparada para um volume final de 12 uL, contendo 2 pL do
DNA (20 ng. pl 1), 2,4 pyL de tampéo incolor Go Taq ® Flexi (5X), 0,8 pL de
MgCI2 (25 mM), 0,5 pL de dNTPs (10 mM), 0,25 uL de cada primer (5 uM), 0,12
uL da enzima Go Taqg ® DNA polimerase (Promega), e 5,68 pyL de agua

ultrapura.

As reacbes de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler
(Biosystems) seguindo o protocolo de Minsavage et al., (1994), nas seguintes
condi¢cdes: Desnaturagdo inicial a 95°C durante 3 min; 35 Ciclos de
desnaturacao a 95°C durante 30 s, hibridizacdo a 55°C durante 30 s, extenséo
a 72°C durante 60 s e extenséo final a 72°C durante 10 min. O controle positivo
utilizado foi constituido por uma amostra contendo DNA do isolado de X.
fastidiosa 9a5c, e 0s controles negativos foram uma amostra de DNA de
laranjeira sadia e uma amostra contendo agua ultrapura presente na reagao de

PCR. A amplificagdo das amostras foi verificada em gel de agarose 1,2%, (1,2
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g de agarose e 100 mL de tamp&o TBE 1x (Tris- Acido Borico- EDTA) ou TAE
1x (TRIS / Acido Acético /[EDTA).

O gel foi visualizado em luz ultravioleta e o tamanho das bandas foi
comparado através do marcador de peso molecular de 1kb e 100pb Ladder
Plus (Sinapse Biotecnologia). Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram apenas uma banda de peso molecular de ~733 pares de base,
esse amplicon gerado refere-se ao fator sigma 70 da RNA polimerase,

sequéncia alvo amplificada.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO EPIDEMIOLOGICA

A intensidade da doenca foi quantificada no periodo de agosto e
novembro de 2022, que corresponde ao periodo de estiagem. Foram
vistoriadas 35 plantas em Itacoatiara, 23 plantas em Presidente Figueiredo, 80
em Manacapuru, 31 em Iranduba, 40 em Manaquiri, 50 plantas em Manaus e
45 em Rio Preto da Eva. A incidéncia da CVC em pomares de Manaus e
Iranduba foi de 100%, porém em pomares de Itacoatiara e Manacapuru nao foi
observado a ocorréncia doenca (0% de incidéncias de CVC). Resultados de
incidéncia proximas a 100% também foram relatadas nos estudos de Ayres,
Gimenes e Barbosa (2001), Theodoro et al. (2005), Simonetti et al. (2011) e
Bassanezi, Primiano e Moreira (2021) realizados no Sul e Sudeste do Brasil
(Figura 6).
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Manacapuru

[tacoatiara
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Presidente Figueiredo

Rio Preto da Eva
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Cidades amostradas no Amazonas
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Figura 6. Incidéncia de Clorose Variegada dos Citros (CVC) em pomares nos municipios de
Itacoatiara, Presidente Figueiredo, Manacapuru, Iranduba, Manaquiri, Manaus e Rio Preto da
Eva, no estado do Amazonas.

Anteriormente, Rio Preto da Eva foi considerada a localidade mais
afetada pela CVC e em concordancia com o que foi observado por Jansen
(2007) foi verificado uma alta incidéncia em um pomar de Rio Preto da Eva,
contudo, na propriedade de Iranduba e Manaus foram obtidos resultados mais

acentuados.

A umidade e a temperatura sdo um dos principais fatores envolvidos no
progresso de uma doenca em campo, contudo, um conglomerado de causas
podem ter influenciado nos altos percentuais de incidéncia em Manaus e
Iranduba, como a idade do pomar, a suscetibilidade e uniformidade genética da
planta, deficiéncias nutricionais, o0 manejo da area plantada e a concentracdo
do in6culo (Beal, 2021; Godefroid et al., 2022; Lopes, 2020; Coletta-Filho et al.,
2020; Sicard et al, 2021; Bassanezi e Primiano, 2021; Saunders, Zyl e Naegele,
2023)

Dezesseis anos ap0s a primeira quantificagdo da doenca no estado do
Amazonas é possivel observar um crescimento significativo da incidéncia de

CVC da primeira para a segunda avaliacdo em pomares de Manaus, quando
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comparados com os resultados de Jansen (2007) a doenca apresentou um
aumento de 334,97%.

Nas ultimas décadas houve um forte interesse da capital amazonense
pela atividade citricola, como forma de incrementar novas alternativas agricolas
e diminuir a dependéncia e os custos na importacdo de alimentos (Embrapa,
2014). Manaus € um grande produtor, consumidor e distribuidor de laranja, e a
grande aceitacdo do consumidor, a geracdo de empregos e 0s valores
arrecadados neste mercado impulsionaram a producao desta fruta (Macedo,
2014).

O resultado encontrado no pomar de Presidente Figueiredo (17,38%) foi
menor do que o relatado nos pomares do mesmo municipio em 2007 (Jansen,
2007). Dados da producdo agricola indicaram uma diminuicdo de metade da
area plantada de laranja em Presidente Figueiredo, de 102 ha em 2009 para 50
ha em 2021 (IBGE, 2009; IBGE 2021).

As modificagbes no ambiente resultam em mudangas nos surtos
epidémicos, o aumento da incidéncia de doencas fitopatogénicas esta
associada intimamente com aumento da area plantada e com a densidade da
populacdo de plantas, assim como € proporcional a quantidade de indculo
presente na area. As cigarrinhas inclusive tendem a selecionar plantas
visivelmente saudaveis do que plantas com sintomas, refletindo no crescimento
da area afetada ao transmitir o patégeno para os pomares sadios proxXimos ao
talhdo doente (Zauza e Ferreira, 2013; Molina et al., 2016; Lobo Junior,
Macedo e Goulart, 2022).

Em 2005, a incidéncia de CVC em Sao Paulo atingiu 43% de toda a
industria citricola (200 milhGes de laranjeiras). Os maiores resultados foram
observados na regido Norte do estado, no qual 74% das plantas apresentavam
sintomas da doenca (Roberto e Yamamoto, 1998; Bové e Ayres, 2007). Em
2009, os indices foram para 42%, em 2012 para 37%, em 2018 diminuiram
para 1,30% e em 2021, Sdo Paulo e Minas Gerais apresentaram incidéncia
média de 0,46%, considerada praticamente extinta, esses dados sao
resultados da excluséo dos insetos nos viveiros, do controle quimico quinzenal

do vetor e da poda e eliminagdo de plantas doentes (Fundecitrus, 2021). A
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mesma estratégia de manejo poderia ser realizada nos municipios com altas
incidéncias de CVC no Amazonas, com a ado¢do conjunta de um tripé: I.
mudas sadias, Il. controle das cigarrinhas e lll. poda ou erradicacao de plantas

sintomaticas.

Existem dois viveiros especializados em citros na regido metropolitana
de Manaus que séo credenciados pelo MAPA, onde boa parte dos produtores
adquirem suas mudas (IDAM, 2019), um desses viveiristas possui casos de
CVC em seus pomares e mesmo que as mudas comercializadas nao estejam
aparentemente doentes, o risco de adquirir e introduzir plantas assintométicas

€ grande, portanto, torna-se necessario a busca por viveiros idéneos.

Quanto a severidade nos pomares, 60,2% nao apresentaram sintomas
visiveis, 3,9% estavam no estagio inicial, 6,3% no intermediario, 6,9% com
sintomas severos e 22,7% muito severos. Os sintomas ‘severo’, plantas com
sintomas no nivel 3, e ‘muito severo’, nivel 4, corresponderam a quase 30% do
total de plantas vistoriadas, dados preocupantes, pois de acordo com a
(Fundecitrus, 2021) as perdas na producdo estdo associadas aos estagios
mais severos da doenca, enquanto que sintomas iniciais e intermediarios nédo
representam danos a producédo. A incidéncia observada foi maior em pomares

que apresentaram sintomas ‘muito severos’ (figura 7).



Numero de plantas amostradas

© 00 N oo o1 B~ W NP

N
= O

12
13
14
15
16
17
18

'

47

Careiro Iranduba ltacoatiara Manacapuru Manaquiri Manaus Presidente Figueiredo Rio Preto da Eva

Quadrantes da copa

1

2
3
4

3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 & 1 2 3 4
Namero de quadrantes da copa com sintomas da CVC

Figura 7. Severidade da CVC de acordo com o numero de quadrantes da copa com sintomas
da doenca e pelo niumero de plantas amostradas nos pomares dos municipios de Iranduba,
Itacoatiara, Manacapuru, Manaquiri, Manaus, Presidente Figueiredo e Rio Preto da Eva.

*Amostragem nao realizada em Careiro.

O pomar de Manaus foi identificado como uma das localidades que mais
apresentaram o estagio de sintomas ‘muito severo', tendo 78% de severidade
no nivel 4. Foi constatado em hibridos de laranjeira ‘Péra’ que quanto maior o
namero de bactérias colonizando folhas e ramos ou quanto maior a severidade,
menor é a expressdo de genes de resisténcia da planta e vice-versa (Mauricio
et al., 2019).

Em Rio Preto da Eva a distribuicdo dos sintomas foi proporcional entre
0s estagios intermediarios e severos, mas 0s maiores resultados foram
observados no nivel 4, muito severos (24,44%). Em plantas de cafeeiro o
aumento de 1% da severidade ocasionados pela X. fastidiosa subsp. pauca
representou perdas diretas no rendimento do fruto e a diferenca de severidade
entre as plantas é citada como uma variacdo natural da viruléncia nas

populac6es do patdgeno (Hopkins, 1984; Rocha et al., 2010).
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As maiores percentagens de severidade no pomar de Iranduba
ocorreram no nivel 3 (22,59%) e nivel 4 (58,06%), caracterizado pelo plantio de
variedades ‘Péra’ e ‘Natal’, semelhantemente com o observado por Santos
Filho et al., (2017) a ‘Natal’ é bastante sensivel a X. fastidiosa, apresentando

como consequéncia niveis de severidade de 33% no nivel 2 e 66% no nivel 3.

Os pomares de Manaquiri e Presidente Figueiredo tiveram os menores
valores de severidade, no qual os resultados mais proeminentes foram
visualizados em 5% das plantas no nivel 2 e 13,04% no nivel 1, nesta ordem.
A (Fundecitrus, 2021) descreve que na regido citricola de S&o Paulo a doenca
detém uma baixa incidéncia e as plantas apresentaram principalmente niveis 1
de severidade, ou 25% da copa com sintomas, com perdas minimas na
producdo. Esses dados indicam que a CVC nédo ocasiona danos potenciais nos
pomares citados, mas como ndo ha o manejo quimico do vetor é necessario
um monitoramento do pomar e medidas que dificultem o aumento da

severidade.

Um dos fatores que pode agravar os sintomas e auxiliar no progresso da
doenca € a inclusdo de novas espécies de cigarrinhas na transmissdo da

doenca, como ocorreu nos Estados Unidos com a Homalodisca vitripennis
(Germar) (Hemiptera: Cicadellidae) (Coletta—FiIho e Souza, 2014). No

Amazonas existe uma composicdo enorme de cigarrinhas que nao sao
encontradas em outros estados brasileiros, no trabalho de Feitosa (2017) foram
relatadas trés espécies de Cicadellini que ndo haviam sido catalogadas no
Brasil, como a Dilobopterus croceus, Macugonalia umbrosa e Dilobopterus
manni, essas cigarrinhas foram predominantes em dois pomares de
Manacapuru e Rio Preto da Eva, e sdo consideradas espécies potenciais na

transmissao da X. fastidiosa, caso entrem em contato com a bactéria.

O Amazonas possui baixa amplitude térmica, forte insolacéo e elevadas
precipitacdes anuais, que variam de 2.000mm a mais de 3.000 mm entre as
regides proximas a linha do Equador e as regides que seguem a foz do rio
Amazonas (Limberg e Silva, 2016; Aleixo e Silva Neto, 2019).

As chuvas irregulares e a altas temperaturas favorecem o crescimento

populacional das cigarrinhas (Molina et al., 2016), acredita-se que
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diferentemente do que ocorre em outras regides do Brasil que possuem
estacbes bem definidas, as condi¢cdes atmosféricas irregulares e intensas do
Amazonas podem influenciar no aumento exponencial das cigarrinhas ao longo

de todo 0 ano e ndo somente em épocas especificas.

Outubro de 2022, apesar de ser caracterizado como periodo seco,
apresentou uma alta precipitacdo mensal em localidades proximas a Rio Preto
da Eva, com 202mm, neste periodo foram observados sintomas mais vividos e
severos nas folhas, localizados principalmente nos estratos superiores da copa
(INMET, 2022). A agua é considerada um fator importantissimo na interacédo
patébgeno-hospedeiro, atuando no processo de infeccdo e influenciando a
expressdo de genes de resisténcia, mecanismos de defesa, movimento
sistémico da bactéria, atratividade da folha e dinamica populacional do inseto
(Bettiol et al., 2017).

Nos periodos de fortes chuvas também ocorre o aumento do
desenvolvimento vegetativo, as folhas novas, assim como as brotacdes sao
consideradas os locais de predilecdo das cigarrinhas, a succao da seiva ocorre
durante o dia e em regides distintas como consequéncia da temperatura,
optando pelas folhas nos horarios mais frios e pelos ramos durantes as horas
mais quentes (Palazzo e Carvalho,1992; Marucci et al., 2004; Molina et al.,
2016).

Nos pomares avaliados a laranjeira ‘Péra’ sobre limao ‘Cravo’ foi a
combinacdo mais difundida, presente nos pomares de Manaus, Careiro,
Manaquiri, Manacapuru, ltacoatiara, Presidente Figueiredo e Iranduba, este
ultimo também possuia combinag¢des de laranjeira ‘Natal’ com limédo ‘Cravo’ e
em Rio Preto da Eva a combinagdo do pomar era a laranjeira ‘Péra’ sobre a

tangerina ‘Cleopatra’.

A variedade ‘Péra’ ou ‘Péra Rio’, representa 92,85% das variedades de
enxertos avaliados e o liméo ‘Cravo’ 85,71% dos porta-enxertos. A importancia
da variedade ‘Péra’ se estende de norte ao sul do Brasil como uma das copas
mais produzidas na citricultura nacional, e se deve a boa aceitacdo do
consumidor e as inumeras caracteristicas fisiolégicas, como a maturacdo

mediana, porte médio, baixa acidez e alto teor de suco, além de ser voltada
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tanto para a industria quanto para a mesa (Salibe, Tedfilo Sobrinho e Muller,
2002; Bastos et al., 2014).

A ‘Péra’ é considerada a variedade de preferéncia da maioria das
espécies de cigarrinhas de xilema, abrigando uma maior populacdo de vetores
se comparado com a var. Valéncia e Folha Murcha, por exemplo (Molina et al.,
2006). Todas as variedades de laranja doce sédo suscetiveis a X. fastidiosa,
mas a laranjeira ‘Péra’ é considerada uma variedade altamente sensivel, com
uma estimativa de perda proximo a 90% (Laranjeira e Pompeu Junior, 2002;
Bové e Ayres, 2007, Coletta-Filho et al., 2020).

A var. ‘Péra’ foi observada em todos os pomares amostrados, com
percentuais de incidéncia e severidade distintos. A laranjeira produz
metabdlitos secundarios que auxiliam no combate ao patdégeno, no entanto a
producdo é infima e ndo surte efeitos, tornando-a suscetivel a infeccdo da

bactéria (Cerqueira, 2016)

Existem diferencas de suscetibilidade dentro do grupo de laranjeiras
doces, no entanto, a laranjeira Natal € tdo suscetivel a X. fastidiosa quanto a
‘Péra’, a var. ‘Natal’ presente no municipio de Iranduba apresentou em conjunto
com a laranjeira ‘Péra’ uma incidéncia de 100% da doenca, esses resultados
sdo similares aos obtidos por Santos Filho et al., (2017), que também observou
uma incidéncia de 100% no pomar com a cultivar Natal CNPMF 112.

O limdo e a tangerina sao resistentes a CVC, e a diferenca da
colonizagdo do patdgeno dessas espécies para as espécies suscetiveis ndo se
deve a modificacdes na anatomia dos vasos condutores e sim a capacidade
rapida de induzirem respostas ativas de defesa no reconhecimento da bactéria,
como a lignificacdo das células xilematicas, aprisionamento da bactéria e a
liberacdo de compostos quimicos que causam sua morte, contudo, nota-se que
0 porta-enxerto ndo influencia na colonizagdo da bactéria na copa (Niza et al.,
2015, Cerqueira, 2016).

Apesar de existirem diversas variedades de enxerto e porta enxerto no
Brasil, a baixa diversificacdo nos pomares citricolas do Amazonas pode
ocasionar episédios de surtos que resultam em enormes prejuizos econdmicos,

como ocorreu na década de 1930, no qual mais de 10 milhbes de arvores
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enxertadas com laranja azeda foram dizimadas devido a alta susceptibilidade
ao virus Citrus Tristeza Virus (CTV), ou com a propria CVC no sudeste
brasileiro, que afetou milhdes de laranjeiras doces suscetiveis no estado de
Séao Paulo (Bar-Joseph et al., 1989; Bové e Ayres, 2007; Barbosa e Rodrigues,
2014)

A fenologia é outro ponto importante para compreender o
desenvolvimento da doenca e para este estudo epidemiologico foram
escolhidas as areas mais uniformes, visto que as plantas possuiam idades
variadas. Os talhdes escolhidos possuiam de 0-4 anos, 5-10 anos, 11-16 anos
e acima de 20 anos (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de incidéncia da CVC por idade do pomar

Municipio Idade do Pomar Incidéncia
Presidente Figueiredo 0-4 anos 17,38%
Manaquiri 0-4 anos 12,50%
Rio Preto da Eva 5-10 anos 68,89%
Iranduba 11-16 anos 100%
Manaus 11-16 anos 100%
Manacapuru acima de 20 anos 0%
Itacoatiara acima de 20 anos 0%

A incidéncia da doenca aumentou de acordo com a idade dos talhdes,
plantas com 11 a 16 anos de idade foram as que apresentaram 0S maiores
indices e as plantas de 0 a 4 os menores. Nossos resultados sao similares aos
da (Fundecitrus, 2021) que observou uma incidéncia maior em pomares com
idade acima de 10 anos e nao verificou sintomas em pomares menores de 2

anos.

O progresso da CVC é lento, o tempo de incubacdo em campo € de 6 a
14 meses, sugerindo que as laranjeiras podem permanecer assintomaticas por
meses mesmo estando infectadas, as plantas jovens sdo mais suscetiveis a

infeccdo bacteriana do que as plantas velhas e também sdo os alvos de
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alimentacdo das cigarrinhas, a partir dos primeiros anos a taxa de incidéncia
aumenta exponencialmente e no sexto e sétimo ano € possivel averiguar 0s
sintomas da doenca em quase todas as plantas do pomar, sobretudo quando
nao ocorre o controle do vetor (Molina et al., 2016; Bassanezi et al., 2021;
Carvalho et al., 2022).

Roberto, Farias e Bergamin Filho (2002) também averiguaram o
aumento gradativo da incidéncia nos pomares ap0s o segundo ano do plantio
devido a auséncia do manejo dos insetos vetores. Lopes (2020) relata em seus
estudos que a incidéncia foi menor em plantas jovens, com 2,5, 4% e 13,2%,
mas aumentou com o tempo devido as novas infec¢cdes causadas pelas

cigarrinhas.

A Fundecitrus (2019) sugere uma abordagem mais intensa em plantas
jovens sintométicas, menores de 2 anos, como a erradicacao e substituicdo da
planta. Almeida, Coletta-Filho e Lopes (2014) recomendam que plantas
menores de 3 anos, independente do grau de severidade, devem ser
removidas do talhdo, visto que a infec¢do sistémica pode ocorrer logo apos a
inoculagéo da bactéria pelo inseto.

Em lItacoatiara e Manacapuru 0S pomares pertenciam a pequenos
produtores familiares, os talhBes eram constituidos por plantas com cerca de
25 anos e em ambos os pomares nao foram encontrados sintomas de CVC.
Em Itacoatiara o pomar ndo recebia nenhum tipo de manejo, havia muitas
arvores mortas por gomose e algumas areas estavam sendo substituidas por

pastagem.

O distrito de Vila Rica do Caviana, na zona rural de Manacapuru e as
comunidades adjacentes estéo isoladas geograficamente, ndo ha rodovias de
acesso e o transporte hidroviario no lago Caviana, que desagua no Rio
Amazonas, é o principal meio de locomocéao, possuindo papel fundamental na
vida da populacao local. Os moradores desta comunidade produzem suas
proprias mudas e realizam poucos manejos no pomar, como a rogagem das
ruas, as areas vistoriadas apresentaram muitas doencgas causadas por fungos
e oomicetos, para combater essas enfermidades os produtores aplicavam

fungicidas quimicos.
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A eliminacdo de plantas daninhas € uma alternativa viavel na contencao
do patdgeno, visto que a bactéria possui uma enorme gama de hospedeiros,
assim como algumas gramineas silvestres. E comum que a X. fastidiosa
permaneca em sua forma latente e essas plantas sirvam apenas como fonte de
in6culo, sem que externalize sintomas de doenca (Janse e Obradovick, 2010;
Marques e Garrido, 2018).

Algumas cigarrinhas preferem se alimentar das gramineas presentes
nas ruas e entrelinhas do que das laranjeiras, essa vegetacdo acaba
assegurando esses insetos no local, e a sua altura interfere na abundancia da
comunidade (Ott et al.,2006; Graner, 2014).

Os fungicidas e bactericidas sdo comumente utilizados no controle de
agentes bidticos, contudo, o patégeno ndo possui métodos de controle quimico
eficiente, a aplicagdo de inseticidas sistémicos sé&o a principal forma utilizada
no manejo do vetor, devido seu habito alimentar (Esteves, 2014; Carvalho et al,
2022), neste sentido, entende-se que o uso de fungicidas nesses pomares nao

influenciaram na auséncia de sintomas da CVC.

A origem das mudas € proveniente de um viveiro que possui histérico da
doenca, contudo, a renovacdo dos pomares ndo ocorre desde o fim da década
de 1990, quando as plantas foram introduzidas em campo, acredita-se que a X.
fastidiosa entrou no estado do Amazonas através de mudas contaminadas no
inicio dos anos 2000. A auséncia de renovacdo desses dois pomares e 0
isolamento com outros produtores pode ter sido um principio de controle da
bactéria, excluindo a entrada do patégeno nessa localidade de Itacoatiara e

Manacapuru.

5.2 ISOLAMENTO DE X. fastidiosa

Foram plaqueadas 105 amostras de laranjeiras doces para isolamento
da bactéria em meio BCYE. Foram obtidos 21 isolados oriundos de Rio Preto
da Eva e 14 isolados de Manaus com caracteristicas morfol6gicas semelhantes
a X. fastidiosa, as colonias eram pequenas, brancas, possuiam formato
circular, elevacdo convexa, margem inteira e superficie lisa, e foram

posteriormente confirmadas pela técnica de PCR (Tabela 4; Figura 8).



Tabela 4. Isolados bacterianos preservados em meio PW

liquido/glicerol

Caodigo do Isolado Procedéncia Hospedeiro
RPE1 C.1 Rio Preto da Eva Péra/Clebpatra
RPE1 C.2 Rio Preto da Eva Péra/Clebpatra
RPE1 C.3 Rio Preto da Eva Péra/Clebpatra
RPE1 C.4 Rio Preto da Eva Péra/Cleodpatra
RPE1 C.5 Rio Preto da Eva Péra/Cleodpatra
RPE1 C.6 Rio Preto da Eva Péra/Cleodpatra
RPE1 C.7 Rio Preto da Eva Péra/Cleb6patra
RPE1 C.8 Rio Preto da Eva Péra/Cleb6patra
RPE1 C.9 Rio Preto da Eva Péra/Cleb6patra
RPE1 C.10 Rio Preto da Eva Péra/Cleodpatra
RPE1 C.11 Rio Preto da Eva Péra/Cleo6patra
RPE1 C.12 Rio Preto da Eva Péra/Cleodpatra
RPE1 C.13 Rio Preto da Eva Péra/Cleo6patra
RPE1 C.14 Rio Preto da Eva Péra/Cleo6patra
RPE1 C.15 Rio Preto da Eva Péra/Cleo6patra
RPE1 C.16 Rio Preto da Eva Péra/Clebpatra
RPE5 C.1 Rio Preto da Eva Péra/Clebpatra
RPE5 C.2 Rio Preto da Eva Péra/Clebpatra
RPE11C.1 Rio Preto da Eva Péra/Cleo6patra
RPE 16 C.1 Rio Preto da Eva Péra/Cleo6patra
RPE 17 C.1 Rio Preto da Eva Péra/Clebpatra
MAO1C.1 Manaus Péra/Cravo
MAO1C.2 Manaus Péra/Cravo
MAO1C.3 Manaus Péra/Cravo

54
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MAO1C. 4 Manaus Péra/Cravo
MAO1C.5 Manaus Péra/Cravo
MAO1C.6 Manaus Péra/Cravo
MAO1C.7 Manaus Péra/Cravo
MAO1C.8 Manaus Péra/Cravo
MAO1C.9 Manaus Péra/Cravo
MAO 1C. 10 Manaus Péra/Cravo
MAO1C. 11 Manaus Péra/Cravo
MAO 2C.1 Manaus Péra/Cravo
MAO 3C.1 Manaus Péra/Cravo
MAO 6 C.1 Manaus Péra/Cravo

Figura 8. Colbnias de Xylella fastidiosa em meio BCYE.

Pierry (2012) verificou que a cepa 9a5c do patdégeno apresentou
colénias definidas, de coloracdo opalescente, formato circular, margem
ondulada e elevacdo convexa. Igualmente ao encontrado nesta pesquisa Mena
(2017) visualizou colbnias circulares, margens inteiras e elevagdao convexa.
Almeida, Coletta-Filho e Lopes (2014) relata que as colbnias sdo pequenas,
brancas e convexas. Nossos dados corroboram ainda com os encontrados por
Esteves et al., (2019) que observou colbnias ndo pigmentadas, circulares e
discretas.
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O tempo de incubacao para o surgimento das primeiras coldnias foi de
aproximadamente 50 dias, a bactéria possui crescimento lento em meio de
cultura, e é considerada nutricionalmente exigente e fastidiosa (Wells et al,
1987; Marques e Garrido, 2018; Luz, 2018). Diferentemente dos nossos
resultados, Prado e Lopes (2003) alcancou um periodo de incubacéo de 8 a 16
dias em meio BCYE, Esteves et al.; (2019) obteve crescimento bacteriano apos
15 dias do isolamento em meio PWG, Luz (2018) constatou de 2 a 4 semanas
para o crescimento em BCYE e Coletta-Filho et al., (2020) descreve que as

colénias séo visiveis a partir dos 15 dias para 0 mesmo meio.

No entanto, de forma similar aos nossos resultados, Jansen (2007)
observou um longo tempo de crescimento da X. fastidiosa, que ocorreu a partir
de 1 més apds o isolamento de amostras de diferentes municipios do
Amazonas. Os meios de cultura possuem forte influéncia no tempo que o
patdgeno leva para crescer, a verificacdo em meio PWG ocorre de forma mais
rapida do que em BCYE (Almeida, Coletta-Filho e Lopes, 2014).

Em consequéncia ao longo periodo de incubacao das placas (cerca de
50 dias) em temperatura de 30° C, foram observadas rachaduras no meio de
cultura, devido a desidratacdo do meio, além da presenca de contaminantes, 0

que dificultou a obtencéo de isolados.

Luz (2018) considera os meios seletivos da X. fastidiosa muito sensiveis,
como os meios BCYE, PWG e PD2 e o elevado nivel nutricional acaba
facilitando a contaminacéo. A ocorréncia de contaminantes é relatada como um
dos fatores que inviabilizam a obtencéo de isolado de X. fastidiosa in vitro
(Muller, 2013; Lopes, 2020).

Algumas alternativas que podem minimizar a contaminacdo das placas
consistem na retirada de microrganismos, sobretudo de origem flngica, que
crescem no meio de cultura nos primeiros dias de isolamento, outra forma de

contencao seria a adicdo de fungicidas ao meio de cultura seletivos.

5.3 DETECCAO MOLECULAR DE X. fastidiosa
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As coletas resultaram no processamento de folhas de 255 plantas, em
pomares dos municipios de Manaus, Iranduba, Rio Preto da Eva, Careiro,
Presidente Figueiredo, Itacoatiara, Manacapuru e Manaquiri. A deteccao
molecular de X. fastidiosa, por meio da PCR convencional usando os primers
RST 31 e RST 33, resultou na amplificacdo de fragmentos compativeis com o
esperado para a bactéria (fragmentos de aproximadamente 733pb), para
amostras coletadas em pomares nos municipios de Manaus, Iranduba, Rio

Preto da Eva e Manaquiri (Tabela 5, Figura 9).



Tabela 5. Detec¢cdo molecular da bactéria X. fastidiosa em tecido vegetal em dois periodos do ano

58

Periodo Chuvoso Periodo de A
g . mostras
(dezembro/maio) Estiagem oy
positivas
(agosto/
o Amostras (%)
Municipio - (%) novembro)
positivas
N° de amostras N° de amostras
coletadas coletadas
Manaus 40 18 45 15 14 93,33
Rio Preto 15 9 60 15 8 53,33
da Eva
Man;'tcapu 20 0 0 20 0 0
[randuba 15 0 0 15 9 60
ltacoatiara 20 0 0 20 0 0
Manaquiri - - - 10 1 10
Careiro 10 0 0 - - -
Presidente 20 0 0 20 0 0

Figueiredo
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Figura 9. Bandas 1, 3, 4, 5, 7 e 8 (amostras positivas de Manaus (MAO) Primeira Coleta).
banda 9 (DNA da bactéria Xylella fastidiosa 9a5c), banda 10 (DNA de laranjeira sadia), banda
11 (Agua ultrapura presente na reacdo de PCR). Marcador molecular (M) de 100pb Ladder

Plus (Sinapse Biotecnologia).

A implementacdo de estratégias de manejo nas areas com surtos da
doenca so € viavel com a comprovacdo do patégeno através de ferramentas
laboratoriais (Loconsole et al.,, 2014). A PCR convencional utilizada nesta
pesquisa é um importante método na deteccdo da X. fastidiosa e de outras
doencas infecciosas e sdo preferiveis aos métodos sorolégicos pela
confiabilidade e sensibilidade na confirmacéo (Purcell, 1997; Olmo et al., 2017;
Waliullah et al., 2019; Subhashini et al., 2022).

Para determinar a presenca da bactéria foram realizadas coletas em
dois periodos do ano, no chuvoso e na estiagem. Goncalves et al., (2014)
afirma que a disponibilidade de agua € capaz de reduzir a severidade dos
sintomas da doencga, sobretudo nos frutos. Farigoule et al., (2022) afirma que
as altas temperaturas proporcionam o aumento da prevaléncia dos vetores e
da multiplicacdo das cepas bacterianas, neste sentido buscamos avaliar se as

condicdes climaticas influenciaram na deteccdo do patégeno.
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A primeira coleta de Manaus, realizada em fevereiro, assim como 0s
meses que a antecedem, foram marcadas por alta pluviosidade, com 280mm,
311mm e 314mm mensais e a média de temperatura destes meses foi de

de precipitacdo desta pesquisa, 36,2mm mensais e 0 més anterior foi definido

1
2
3
4  26°C. A segunda coleta, realizada em agosto, obteve uma das menores taxa
5
6 por uma estiagem severa, 26mm, em agosto também obtivemos a maior média
7

de temperatura, aproximadamente 29°C (INMET, 2023) (Figura 10).

PRECIPITAGAO E TEMPERATURA EM MANAUS-AM PRECIPITACAO E TEMPERATURA EM IRANDUBA-AM
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8 Figura 10. Precipitagcao total mensal e temperatura média mensal dos meses de coleta e dos

9  meses que o antecedem.

10

11 Igualmente ao trabalho realizado por Silva (2021) que obteve um total de
12 18 amostras positivas em um pomar de Manaus, também detectamos a X.
13 fastidiosa em 18 amostras na primeira coleta, e na segunda em 14 amostras,
14 no entanto, a quantidade de material processado foi diferente, na primeira

15 foram processadas 40 amostras, enquanto que na segunda apenas 15,
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sugerindo que houve uma maior deteccdo em agosto, periodo de maior

temperatura e menor precipitacado pluviométrica.

Queiroz-Voltan et al.,, (2004) afirma que a obstrucdo dos vasos
xilematicos ocasionados pela bactéria na cultura do cafeeiro foi maior no
periodo de grande estresse hidrico do que nas esta¢des chuvosas, assim como
em nossos resultados. O estresse hidrico auxilia na vulnerabilidade das
plantas, diminuindo a condutividade hidraulica do xilema, resultando no
fechamento estomatico e na reducédo da atividade fisioldgica (Souza et al.,
2008).

Algumas caracteristicas biolégicas da X. fastidiosa apontam que a
bactéria hiberna em periodos muito frios e torna-se mais virulenta quando
submetida a pomares mal nutridos e sobre estresse hidrico (Amanifar, Taghavi
e Mohammad, 2016). Contudo, em situagdes extremas de estresse 0s insetos
vetores passam a visitar menos 0s pomares e consequentemente a taxa de
aguisicdo e transmissdo do patégeno diminui, enfatizando que essa € uma

variavel limitante na propagacéao do patégeno (Cid et al, 2018).

Na primeira coleta de Iranduba, més de abril, houve um dos maiores
indices de precipitacbes do ano de 2022, 439,4mm mensais, com chuvas
torrenciais também em janeiro, a média de temperatura foi de 26,4°C. A
segunda coleta, realizada em junho, atingiu uma precipitacdo de 147,8mm
mensais, esse més é considerado um periodo transitorio entre as chuvas e a
estiagem, a partir de maio é possivel observar o inicio do aumento da

temperatura, com média de 27,2°C e junho registrando 26,7°C.

Na primeira coleta ndo foi detectada a bactéria, mesmo com as plantas
sintomaticas, e na segunda, realizada no periodo de estiagem, foram
detectadas nove amostras positivas. Assim como neste municipio, o0 pomar de
Presidente Figueiredo apresentou sintomas da CVC, mas nédo foi possivel
detectar a X. fastidiosa. Alguns autores sugerem uma desuniformidade na
colonizagdo dos vasos xilematicos, o que pode dificultar a deteccdo da bactéria
(Queiroz e Paradela Filho, 1999; Marucci, 2003; Daugherty, Lopes e Almeida,
2010; Almeida, Coletta-Filho e Lopes, 2014).
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Essa desuniformidade, em conjunto com a baixa densidade do
patébgeno, pode ser observada em campo, quando as plantas apresentam
ramos sintométicos ao lado de ramos sem sintomas (Kudlawiec, 2021).
Sisterson et al., (2010) também detectou o patbgeno somente no verédo e
sugere que a populacdo da bactéria decai consideravelmente no inverno para

niveis indetectaveis, mesmo com as infec¢des aparentes.

Em Rio Preto da Eva a precipitacdo no més de dezembro de 2021 foi
maior que em Manaus para 0 mesmo periodo, demonstrando a existéncia de
microclimas nessas localidades, durante a primeira coleta em fevereiro houve
uma precipitacdo de 280,2 mm mensal e em outubro de 202,4mm, indicando
chuvas irregulares neste més, a temperatura também nao foi tdo alta nas duas

coletas, com médias de 24 e 25,4°C.

De forma similar ao trabalho de Lopes (2020) que detectou 6 amostras
com X. fastidiosa, obtivemos positividade em 9 e 8 amostras nas duas coletas
realizadas em Rio Preto da Eva. Os dados de temperatura e precipitacdo néo
foram suficientes para determinar a influéncia desses parametros, visto que a
quantidade de amostras detectadas foi parecida e em ambos os periodos
houve médias de temperaturas amenas e altas precipitacdes nos dois periodos

de coleta.

Martinetti e Soubeyrand (2019) afirmam que a variacdo da precipitacao é
uma variavel positiva na deteccdo do patdégeno, quanto maior for essa
variabilidade maior as chances de detectar a X. fastidiosa e com relacdo ao

periodo de seca quanto menor é a precipitacdo maior € a presenca da bactéria.

No pomar de Manaquiri foi realizada apenas uma coleta no més de
agosto, com a confirmacdo de uma amostra positiva. No més da coleta foi
observado uma precipitacdo de 36,2 mm, e no més anterior a ela uma
estiagem severa, 26,4mm, a temperatura média mensal foi préxima a 29°C. As
temperaturas maximas perceptiveis no verdao, assim como 0 aumento da taxa
de radiacdo solar sédo fatores positivos na deteccdo da bactéria (Martinetti E
Soubeyrand, 2019).

Neste trabalho ndo foi possivel detectar o patégeno em nenhuma

amostragem com folhas assintomaticas, como em Manacapuru, Careiro e
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Itacoatiara. Nos estudos de Lopes (2020), observou-se um maior indice de
deteccdo do patégeno nas regibes da planta com sintomas visiveis e com
maiores indices da doenca.

A confirmacdo da X. fastidiosa a partir de isolados bacterianos é um
passo importante para conhecermos mais sobre as populacbes bacterianas
inseridas no bioma amazodnico, as amostras positivas foram enviadas para

sequenciamento e em breve serdo incorporadas a esta pesquisa.

A partir desse material € possivel realizar metodologias multilocus
(Multilocus sequence typing), o MLST € composto por sequencias de 7 genes
housekeeping e sdo usados para determinar a relacdo filogenética entre
estirpes de bactérias, essa técnica promove ainda a compreensdo da
distribuicdo geogréfica e das caracteristicas adaptativas das cepas bacterianas
(Donzela et al., 2013; Glaeser e Kampfer, 2015).

6. CONCLUSAO

Em sintese, esta pesquisa contribuiu na identificacdo da X. fastidiosa em
guatro municipios do Amazonas, incluindo uma nova area ainda nao registrada,
Managquiri. O periodo de estiagem favoreceu a deteccédo e 0os meses chuvosos
dificultaram, sugerindo que as andlises moleculares possuem melhores
resultados em épocas especificas e podem influenciar no sucesso do
isolamento.

O presente estudo forneceu ainda dados preocupantes sobre a
intensidade da doenca no pomar de Manaus, Iranduba e Rio Preto da Eva. Os
percentuais de severidade indicam que o patégeno vem causando danos
diretos na producdo de laranja, mesmo que minimos. Acredita-se que as
praticas limitadas de manejo da cultura e a auséncia do controle vetorial

favoreceram o desenvolvimento da CVC.

7. CONSIDERACOES FINAIS

A comprovacdo da bactéria Xylella fastidiosa é necessaria para que
medidas legais e assistencialistas sejam empregadas no setor de producéo de

citros, incluindo a producdo de mudas no Amazonas, principalmente na
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geracdo de conhecimento, nas tomadas de decisdes, na compreensao dos

desafios futuros e na busca por estratégias de manejo.

S80 necessarios estudos epidemiologicos mais aprofundados, que
possam desvendar a distribuicdo, o progresso da doenca e as perdas
potenciais no estado do Amazonas, a fim de garantir a integridade dos

pomares.

Por ultimo, torna-se indispensavel o uso de ferramentas moleculares
para averiguacéo da diversidade genética, ndo existe nenhuma pesquisa nesta
linha no norte do pais para a Xylella fastidiosa.
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