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RESUMO: A Bahia ocupa a segunda posicdo no ranking nacional da producéo de
citros e a Chapada Diamantina desponta como pélo produtor de frutas de mesa.
Dentre as ameacas fitossanitarias a citricultura baiana, o Huanglongbing dos Citros é
a mais importante. A bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus (Las), € um dos
agentes causais do HLB, a qual é transmitida pelo inseto vetor, Diaphorina citri, aos
Citrus spp. e Murraya paniculata. Este trabalho teve por objetivo conhecer a
flutuacdo populacional do vetor D. citri, em fluxos de brotacbes em ambos o0s
hospedeiros na Chapada Diamantina, Bahia, no periodo de marco de 2011 a
fevereiro de 2014 e monitorar a presenca da bactéria no vetor. Quinzenalmente
armadilhas amarelas adesivas eram substituidas e encaminhadas a Central de
Laboratorios da Agropecuéria (CLA) da Empresa Baiana de Desenvolvimento
Agricola (EBDA) para contagem dos insetos adultos capturados, permitindo o
estabelecimento do indice Psilideo/Armadilha/Més (PAM). Adultos de D. citri
ocorreram praticamente em todos os meses do periodo estudado com maior
incidéncia nos municipios de Lenclis e Seabra e caso ocorra a introducdo da
bactéria do HLB, o risco de disseminacédo é potencializado nestes municipios. Para o
monitoramento da invasdo da bactéria foram coletadas 21 amostras, com frequéncia
trimestral nos dois primeiros anos e quinzenal no ultimo ano. O material biolégico foi
coletado, acondicionado em micro tubos contendo é&lcool a 70%, identificado e
encaminhado ao Laboratério de Virologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura. A
medotologia para extragdo do DNA gendmico do vetor foi baseado no Protocolo de
DENG et al.(2006) com modificacdes e a presenca da bactéria foi diagnosticada pela
técnica de qPCR com amostras compostas por no minimo cinco psilideos adultos ou
dez ninfas, que monitora a fluorescéncia emitida em cada um dos ciclos de
amplificacdo através de um software e seus resultados sdo expressos em valor de
Ct (cycle threshold) que diagnosticaram duas amostras que foram consideradas
positivas, fornecendo informagdes importantes para subsidiar acbes de defesa
agropecuarias, tendo em vista a tomada de decisdo e adocdo de medidas
mitigatorias de forma precoce a manifestagdo de sintomas nos hospedeiros.

Palavras chave: HLB, inseto vetor, método diagndstico, defesa agropecuéria.



POPULATION FLUCTUATION OF Diaphorina citri KUWAYAMA, 1908
(Hemiptera: Liviidae) AND MONITORING OF INVASION Candidatus
Liberibacter asiaticus THE CHAPADA DIAMANTINA, BAHIA

Author: Antonio Campos Lopes.
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ABSTRACT: Bahia ranks second in the national ranking of citrus production and the
Chapada Diamantina is emerging as a major producer of table fruit. Among the
phytosanitary threats to Bahia citrus, the HLB Citrus is the most important. The
bacterium Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) is one of the causative agents of
HLB, which is transmitted by the insect vector, Diaphorina citri, the Citrus spp. and
Murraya paniculata. This study aimed to know the population vector floating, D. citri
in shoots flows on both hosts in the Chapada Diamantina, Bahia and monitor the
presence of bacteria in the insect vector. Fortnightly yellow sticky traps were replaced
and sent to the Agricultural Laboratories Center (CLA) of the Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola (EBDA) to count the adult insects captured, allowing the
establishment of the Index Psyllid / Trap / Month (PAM). Adult D. citri occurred almost
every month of the study period with the highest incidence in the municipalities of
sheets and Seabra and in the event of the introduction of the HLB bacterium, the risk
of spread is enhanced in these municipalities. For monitoring bacterial invasion were
collected 21 samples, on a quarterly basis in the first two years and fortnightly in the
last year. The biological material was collected, packed in micro tubes containing
70% alcohol, identified and sent to the Virology Laboratory of Cassava and Embrapa.
The medotologia for extraction of genomic DNA vector was based on the Protocol
DENG et al. (2006) with changes and the presence of bacteria was diagnosed by
gPCR technique with composite samples for at least five adult psyllids or ten
nymphs, which monitors fluorescence emitted in each of the amplification cycles
through a software and its results are expressed in value Ct (cycle threshold) who
diagnosed six samples were considered positive, providing important information to
support agricultural defense actions, with a view to making decision and adoption of
mitigation measures early on for expression of symptoms in the host.

Key-words: HLB, insect vector, diagnostic method, agricultural defense.
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1 INTRODUCAO

O crescimento e aprimoramento do cultivo de frutas frescas no Brasil
tém assegurado o0 abastecimento da crescente demanda doméstica e,
simultaneamente, permitido uma expressiva e crescente participacdo na pauta
de exportacdes do agronegdcio brasileiro.

O Brasil situa-se entre os trés maiores produtores de frutas do mundo,
com uma safra de 41 milhdes de toneladas em 2009 (IBRAF, 2015), o
equivalente a 5% da producdo mundial. Com esse saldo, fica atrds apenas da
China e da india (55,6 milhdes e 48,1 milhdes de toneladas, respectivamente),
status alcancado gracas as condicdes favoraveis de clima, solo e
disponibilidade territorial do Pais, atraindo assim investimentos publicos e
privados em infraestrutura, capacitacdo, logistica e inovacdo tecnoldgica
(BRASIL, 2007).

Destaca-se a citricultura brasileira que responde por 38% da producéo
de laranja (19,1 milhdes de toneladas) e 61% da producdo de suco de laranja
(1,33 milhdo de toneladas - 65° Brix) no mundo (USDA, 2010). Sao exportados
98% da sua producao, o que corresponde a 86% do mercado mundial (NEVES
et al., 2010).

A Bahia destaca-se como o segundo no ranking da produg&o nacional
de citros (OLIVEIRA et al., 2013), com 64.398 hectares de area colhida e uma
producédo de 1.045.807 mil frutos e um rendimento de 16.240 frutos por hectare
(IBGE, 2012) e a Chapada Diamantina desponta como importante poélo
produtor de frutas de mesa, como os cultivos de laranjeiras doce, limeira acida
tahiti e tangerineira por suas condi¢cdes edafo-climéticas favoraveis, além de
sua posicéo geografica privilegiadas (PASSOS et al., 2005).

O cultivo de tangerineiras ponkan com vistas a qualidade visual dos
frutos em regides de clima tropical requer maior altitude, a exemplo do

municipio de Bonito, situado a 800 m acima do nivel do mar, cuja temperatura
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meédia anual estd em torno de 20 °C, favorecendo a producédo de frutos com
uma coloragéo da casca e de polpa mais acentuada, além de promoverem um
aumento dos teores de acucar e de acido acentuando o paladar (AZEVEDO,
2003).

Um dos maiores riscos a citricultura baiana é o avanco de pragas
capazes de causar danos irreversiveis nas plantas, ameacando a quantidade e
qualidade das frutas citricas, podendo levar a erradicagdo completa de
pomares, configurando risco potencial de inviabilidade econémica da producéo.

Dentre as diversas pragas que incidem sobre a citricultura mundial, a
doenca bacteriana conhecida como huanglongbing dos citros (HLB, ex-
greening) é considerada a pior delas por diferentes pesquisadores, em razdo
de nao existir variedades de citros que sejam resistentes, devido a severidade
dos sintomas e pela rapida disseminacdo com que se espalha pelos pomares
(DA GRACA, 1991; HALBERT; MANJUNATH, 2004; BOVE, 2006).

O inseto vetor é o psilideo Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Lividae), o qual estd amplamente distribuido por todas as areas citricolas no
pais (PARRA et al., 2010).

O psilideo D. citri € provavelmente de origem asiatica, o primeiro relato
de sua ocorréncia se deu em Taiwan, em 1907, e atualmente encontra-se
amplamente disseminado por todo o continente asiatico (BOVE, 2006) e nas
Américas (HALBERT; NUNEZ, 2004).

No Brasil, a primeira referéncia remonta ao ano de 1942 (COSTA LIMA,
1942), relacionando sua ocorréncia a citros e a murta (Murraya paniculata),
planta ornamental, sem ocasionar danos graves.

Entretanto, desde marco 2004, apds o primeiro registro oficial da doenca
no Brasil, em Araraquara, area central do estado de S&o Paulo (COLETTA-
FILHO et al.,, 2004; TEIXEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2013), o vetor
adquiriu o status de praga por ser transmissor da bactéria (DA GRACA, 1991;
HALBERT; MANJUNATH, 2004; BOVE, 2006

Conforme instru¢cdes do FUNDECITRUS (2009) h& apenas uma forma
de controlar a doenca: a adocao de plano de manejo que envolve a utilizacao
de mudas de boas qualidades sanitarias, erradicacdo das plantas sintomaticas

e o controle do vetor do HLB.
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Mediante constantes inspecdes fitossanitarias realizadas pela Agéncia
Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB), o Estado ainda apresenta
o status de area livre de HLB, e por isso, 0 monitoramento do vetor é uma das
estratégias eficientes para avaliacdo de cenarios e predicdo de riscos de
introducdo desta doenca, sendo de fundamental importancia conhecer a
flutuacédo populacional de D. citri em pomares comerciais de citros e em seu
hospedeiro preferencial, a murta (Murraya paniculata), bem como detectar

possiveis invasdes da bactéria via inseto vetor.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivos conhecer a flutuacdo populacional do
psilideo adulto, D. citri, em plantas citricas (Limeira Acida “Tahiti’ e
Tangerineira “Ponkan”) e em plantas de murta (Murraya paniculata) nos
municipios de Bonito, lagu, Itaberaba, Lenc¢odis e Seabra na regido da Chapada
Diamantina, estado da Bahia, e monitorar a invasdo da bactéria via inseto

vetor.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ORIGEM E DISPERSAO DA CITRICULTURA

A maioria dos pesquisadores considera que 0s citros tém sua origem na Asia,
muito provavelmente, no Sudeste da China, Sul da Peninsula Malaia e Oeste de
Myanmar, antiga Birmania, centro de origem das tangerineiras, toranjeiras e limeiras,
existindo evidéncias de que essas frutas ja fossem exploradas no Sul da China ha
mais de 4.000 anos esta dispersdo ocorreu em direcdo ao sudeste, através das
Filipinas e das ilhas do Pacifico (SPURLING, 1969), e nos dias atuais, esta presente
em praticamente todos os continentes (Figura 1), exceto a Antartida, destacando-se

no agronegaocio de diversos paises (WEBBER et al., 1967).
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Figura 1- llustracdo demonstrando o centro de origem dos citros e diferentes rotas
de dispersdo da fruta para outras regides do mundo, demonstrada através das

setas.
Fonte: Adaptado por Coletta-Filho (2014) de The Citrus Plant; H. Chapot (1975).
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A maioria dos pesquisadores considera que a introducédo dos citros na
Europa deu-se provavelmente através dos invasores, comerciantes arabes ou
do exército mugulmano, sendo a cidreira a primeira espécie citrica a ser
introduzida no continente europeu (WEBBER et al., 1967; KOLLER, 1994;
DONADIO et al., 2005).

Para Webber et al. (1967) e Figueiredo (2008) os citros foram
introduzidos nas Ameéricas, provavelmente pelas expedigbes de Cristovao
Colombo, que em 1493, trouxe para o Haiti sementes de algumas espécies
citricas. Posteriormente foram introduzidas no Brasil através dos portugueses
no periodo colonial, por volta do inicio do século XV, possivelmente no Estado
da Bahia (KOLLER, 1994; DONADIO et al., 2005). No Brasil, as plantas citricas
encontraram condicdes edafoclimaticas favoraveis expandindo-se para todo os
Estados, sendo hoje uma das culturas de maior expressdo socioeconémica do

pais.

3.2 IMPORTANCIA ECONOMICA E SOCIAL DA CITRICULTURA

A cultura citricola destaca-se entre as principais atividades agricolas
mundiais e das mais competitivas agroindustriais, situando-se em ampla area
geografica, localizada entre os paralelos de 35° de latitude Norte e 35° de
latitude Sul, sendo que no Mediterraneo, em razdo das excepcionais condicdes
climatica, a cultura € explorada em locais com até 42° de latitude Norte
(CAMPOS, 1976). Dentre as espécies de maior importancia econdmica
destacam-se: as laranjeiras, os limoeiros e as tangerineiras de grande
consumo in natura e industrializacdo (KOLLER, 1994; DONADIO et al., 2005).

O Brasil apresenta nimeros expressivos que demonstram a importancia
econdmica e social que a citricultura possui em relacdo & economia do pais
(AZEVEDO, 2003). Atualmente, destaca-se como o segundo no ranking em
producéo de citros (Tabela 1), responsavel por cerca de 20% da produtividade
do mundo, com um rendimento de mais de 20 milhdes de toneladas e sendo
cultivada em todos os Estados, com uma area implantada superior a 800 mil de
hectares (FAO, 2014).
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Tabela 1- Principais Paises Produtores de Citros no Mundo.

Pais Area Colhida (ha) Producéo Rendimento
(toneladas) (frutos/ha)
China 2.145.000 22.400.000 10,443
Brasil 828.773 20.180.507 24.350
Estados Unidos 294.126 9.525.450 32.386
india 710.000 7.200.000 10.141

Fonte: FAO, 2014. Consultado em 13/02/2014.

A Bahia destaca-se como segundo maior produtor de citros do pais, atras
apenas do estado de Sdo Paulo, com uma area colhida de 69.592 hectares para
uma produgéo de 1.125.134 toneladas (IBGE, 2013).

No Estado da Bahia, a citricultura € responsavel pela criacdo de
aproximadamente 150 mil empregos diretos, destacando-se em relacdo aos
agronegocios mais representativos do Estado, possuindo éareas de producéo
consolidadas em diferentes territorios de identidade (SEAGRI, 2010).

3.3 HUANGLONGBING DOS CITROS (HLB, ex-greening)

Huanglongbing (ex-greening ou HBL) ocasionada pela bactéria Candidatus
Liberibacter spp. é considerada a doenca mais severa da citricultura mundial (DA
GRACA, 1991; HALBERT; MANJUNATH, 2004; BOVE, 2006), em razdo dos danos
econdmicos, da inexisténcia de tratamento curativo e de sua rapida disseminacao
afetando todas as variedades de citros (BOVE; GARNIER, 2002), além da espécie
ornamental, conhecidas pela denominacdo de murta de cheiro, Murraya paniculata
(TSAI; LIU, 2000) e Murraya exotica (LOPES et al.,, 2010), bastante utilizada em
arborizacao publica.

Huanglongbing, ou doenca dos ramos amarelos dos citros € uma palavra
originaria da China significando “doenc¢a do dragao amarelo” (Figura 2), local onde
ocorreu o primeiro relato oficial da praga (REINKING, 1919). E desde entédo tem se
observado a sua disseminagdo para 0s outros continentes, inclusive nas Américas
(Figura 3), onde se localizam os maiores produtores mundiais de citros, estado de
S&o Paulo, no Brasil e o estado da Flérida, nos Estados Unidos (BOVE, 2006).



Figura 2 - Ramo em uma planta jovem com o sintoma de “dragdo amarelo”.

Fonte: E.F.Carlos (2009).
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Figura 3 - Primeiro relato do HLB e sua disperséo pelo mundo.
Fonte: Bové, 2006 (Journal Plant Pathology, v. 88, p. 7-37).
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3.4 OCORRENCIAS DO HLB

Atualmente sdo conhecidas trés espécies da bactéria causadora do HLB: C.
Liberibacter asiaticus (Las), C. Liberibacter africanus (Laf) e C. Liberibacter
americanus (Lam) que se encontram presente em varios continentes (Figura 4)
afetando seriamente a produtividade dos citros (DA GRACA, 2008).
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Figura 4 - Distribuicdo das bactérias Laf, Lam e Las, causadoras do HLB no mundo.
Destacados em amarelo: a regibes onde ocorre a Laf e Las; em vermelho: Las; em

azul: Laf e em laranja: Las e Lam.
Fonte: R. P. Leite Junior (2014).
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O primeiro relato do HLB nas Américas ocorreu em S&o Paulo, no ano de
2004 (COLLETA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005), sendo identificada em
2005 na Flérida, nos Estados Unidos e posteriormente em Cuba, provavelmente
tendo sido transmitido por psilideos infectivos vindo da Flérida que sobrevoaram a
pequena distancia existente entre esses paises. (DA GRACA, 2008).

No Brasil, a bactéria C. Liberibacter asiaticus se encontra amplamente
disseminado por todo o estado de S&o Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2004;
TEIXEIRA et al., 2005). Tendo também sido detectada em 2005 no estado de Minas
Gerais (TEIXEIRA et al., 2005; BELASQUE JUNIOR et al., 2009) e em 2007 no
Leste e no centro do estado do Parana (IAPAR, 2009) (Figura 5).
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destacados em verde representam a confirmacao da presenca da bactéria. O Estado

destacado em amarelo representa a area em estudo.
Fonte: S. X. de B. Silva (2014).

Com o advento do HLB, os principais fatores limitantes ao desenvolvimento
dos citros estdo relacionados com a velocidade de disseminacdo do agente
patogénico, com a severidade dos sintomas e danos potenciais, com sua condi¢cao
de irreversibilidade em todas as variedades citricolas, pois atualmente ndo se
conhece nenhuma variedade resistente (BELASQUE JUNIOR et al., 2009;
BOSCARIOL-CAMARGO et al., 2010; MACHADO et al., 2010), ou seja, hdo existem
maneiras economicamente viaveis de se curar as plantas doentes (BOVE, 2006)

Diante do cenario nacional, esse patossistema tem como agravante o fato do
vetor se encontrar amplamente disseminado no pais (PARRA et al., 2010), assim
como a presenca da bactéria Candidatus. Liberibacter spp. em trés Estados
brasileiros (Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana), permitindo seu enquadramento
como praga quarentendria A2, conforme Instrucdo Normativa (IN) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) n® 53, de 16/10/2008 (Anexo 1).

Embora a doenca nédo leve a morte suas plantas hospedeiras, com a evolucao
dos sintomas, as plantas vao definhando e tornando-se improdutivas, atingindo o

estagio de morte econdmica. Pesquisas revelam que num periodo de até 10 anos
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apos o surgimento dos primeiros sintomas, na auséncia de métodos de controle,

pomares inteiros tornam-se inviaveis comercialmente (GOTTWALD et al., 2007).

3.5 SINTOMATOLOGIA DO HUANGLONGBING DOS CITROS

O surgimento dos primeiros sintomas depois da inoculacdo da bactéria por
psilideos infectados (PELZ-STELINSKI et al., 2010) ou através de enxertia (LOPES
et al., 2010; COLETTA-FLHO et al., 2010) ocorre de maneira lenta com intervalo de
pelo de trés meses, podendo levar até trés anos (MILORI et al., 2012).

Os primeiros sintomas verificados na planta doente sdo o amarelecimento das
folhas novas com sinais semelhantes aos de deficiéncia de B, Ca, Mn e Zn, ao longo
das nervuras foliares, com ampliagdo da clorose para o surgimento de ramos com
folhnas amarelas se destacando em contraste com o verde natural das folhagens da
copa (TATINENI et al., 2008) (Figura 6A).

A tonalidade da clorose foliar inicialmente apresenta-se de forma difusa e
assimétrica, denominado de “mosqueado” (Figura 6B), sendo considerado o sintoma
mais caracteristico das plantas afetadas pelo HLB, presente em praticamente todos
os locais nos quais o HLB foi relatado, independentemente do agente causal,

hospedeiro e condi¢cdo ambiental (BOVE, 2006).

Laranja
Valéncia

Figura 6 - Plantas com sintomas de HLB, com ramos amarelos destacado na copa,
sintoma tipico do “dragao amarelo” em planta com idade produtiva (A). Folha com
sintoma de mosqueamento assimétrico (B).

Fonte: Juliano Ayres (2008) (A).
Fonte: Juliana Freitas-Astua (2011) (B).
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Verificam-se também frutos de tamanho reduzido e assimétricos, com
deformacéo da columela central, espessamento do albedo e sementes abortadas

(Figura 7A). As plantas apresentam reducdo do numero de radicelas, queda

acentuada de folhas e frutos e seca dos ramos iniciando-se pelas extremidades
(Figura 7B).

Figura 7 - Sintomas do HLB. Fruto com tamanho reduzido e assimétrico, com
tortuosidade da columela central, com espessamento do albedo e sementes

abortadas (A). Aspecto da desfolha generalizada (B).
Fonte: Marcos A. Machado (2009) (A).
Fonte: Juliano Ayres (2008) (B).

3.6 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO VETOR, Diaphorina citri

Embora a citricultura apresente um grande numero insetos considerada
praga, poucos sao aqueles que realmente sejam capazes de causar danos
econdmicos a cultura (GRAVENA, 1984). Enfatiza-se o psilideo-asiatico-dos-citros,
D. citri (Hemiptera: Liviidae), por ser um inseto fitéfago que se encontra amplamente
distribuido no planeta (HALBERT; MANJUNATH, 2004) (Figura 8).
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Figura 8 - Distribuicdo geogréfica de Diaphorina citri.
Fonte: EPPO (2012).

No Brasil o primeiro relato do inseto ocorreu na década de 1940 (COSTA
LIMA, 1942), e até entdo era considerada como praga secundaria, sem muita
importancia para o Brasil (GALLO et al., 2002). Porém, apos a detec¢do do HLB no
estado de S&o Paulo em 2004 (COLLETA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2005), adquiriu o status de praga-chave para a cultura do citros devido a sua
habilidade em transmitir a bactéria, agente causal do huanglongbing dos citros
(HLB).

3.7 CARACTERISTICAS BIOECOLOGICAS DO VETOR, Diaphorina citri

D. citri € um pequeno hemiptero com aproximadamente 3 mm de
comprimento quando adulto, pertencente a familia Liviidae e que se alimenta através
da succ¢éao da seiva do floema dos vegetais.

O inseto apresenta o corpo manchado de marrom escuro com cabeca marrom
claro, e trés ocelos, as antenas sdo do tipo filiforme e com a extremidade preta,
possuem as asas transllicidas, sendo que as anteriores sdo alargadas da metade
até o topo (AUBERT, 1987; BERGMANN et al., 1994; GALLO et al., 2002).

Sé&o insetos de habito relativamente gregario que permanecem aderidos a
superficies das folhas por prolongado periodo de tempo, principalmente na parte
terminal do peciolo entre a gema axilar e os brotos recém emitidos (LIU; TSAI,
2000). Quando nédo estdo em movimento, apresentam alinhamento de 45° em
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relagdo a superficie em que esta localizado (MEAD, 2011; BLACKWELL, 2005;
HALL, 2008) (Figura 9).

J "cv.a

Figura 9 - Adulto de D. c, vetor do uanglongbing dos citros (HLB).
Fonte: HALL (2008).

D. citri apresenta fases de ovo, ninfa (com cinco instares) e adulto (AUBERT,
1987) (Figura 10) e seu ciclo de vida em regibes de climas tropicais € de
aproximadamente, duas a trés semanas, ao passo em que em regides de clima
temperado este ciclo pode ser ampliado para até dois meses (HODINKSON, 2009).
O estagio reprodutivo do psilideo € alcancado apds 2 a 3 dias da emergéncia do
adulto (AUBERT, 1987; YANG, et. al., 2006). A Figura 10 ilustra o ciclo de vida do

inseto.

2\
§b
%o
I'\g)ﬁ
vrp Ovo — Adulto 12,1 a 43,5 dias
N Fecundidade 200 a 800 ovos/fémea

Longevidade do Adulto 3 — 4 meses
Periodo de oviposi¢dao 30 a 80 dias

a . (2,627.7 dias) §
‘ ' Ovos

Ninfa (5 instares)

Figura 10 - Ciclo de vida do D. citri.
Fonte: Adaptado de Nava et al. (2007).
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Hodkinson (1974) ocorrem varias geracfes do D. citri, influenciadas de forma
direta pelos fatores ambientais e pela espécie hospedeira. Fatores como a altitude,
precipitacfes pluviométricas, umidade relativa do ar e variacdo de temperatura
influenciam diretamente a ocorréncia e o desenvolvimento do psilideo (AUBERT,
1987).

Os principais fatores que influenciam a densidade populacional do psilideo no
hospedeiro citros sdo os fluxos vegetativos e a temperatura, pois as temperaturas
minimas mais elevadas e as precipitacdes pluviométricas favorecem o surgimento
de fluxos vegetativos e indiretamente o crescimento populacional do inseto (TSAI et
al., 2002; ROGERS; STANSLY, 2012).

3.8 MATERIAL DE PROPAGACAO

A transmissao da bactéria pode ocorrer por material propagativo contaminado
e de forma natural, planta a planta (BOVE, 2006). Também o uso de borbulhas
contaminadas dara origem a plantas doentes, constituindo-se na principal maneira
de propagacdo da praga a longas distancias. Devido a importancia desta forma de
disseminacao desta praga, a Agéncia de Defesa Agropecuéria da Bahia (ADAB) em
parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), com a
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agropecuaria (EBDA) e demais
representantes da cadeia produtiva decidiram pela elaboracéo Portaria Estadual n®
243/2011 (Anexo 2) para normatizacdo do sistema de producdo de material
propagativo de citros (porta-enxerto, borbulhas e mudas) em ambiente protegido e

do ingresso e transito do referido material no estado da Bahia.

3.9 IMPACTOS DA INTRODUCAO DO HLB NA CITRICULTURA BAIANA

A fruticultura mundial e brasileira vem sofrendo graves ameacas a sua
producdo em razao da introducdo de novos agentes patolégicos de forma constante
(ATKINS; CLARK, 2004), e por isso faz-se necessario um servico oficial de defesa

sanitaria vegetal para implementar medidas para mitigacdo do risco, a exemplo de
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planos de contingenciamento, delimitacdo de areas foco, erradicacéo e tratamentos

fitossanitarios (Figura 11).

374019,742  -224019,742 74019,742 75980,258 225980,258 375980,258  525980,258 675980258
L ! 1 1 | N 1 N

POLOS CITRICOLAS
MAPA DE RISCO

9030662,17
1
<y
T
9030662,17

8880662,17
1
T
8880662,17

Legenda

Rodovias

8730662,17
L
T
8730662,17

#  Barreiras Fitossanitarias

8580662,17
1
T
8580662,17

Riscos por Polos
[ Alto

[] Médio

[ Baixo

8430662,17
!
T
8430662,17

8280662,17
1
T
8280662,17

Escala gréfica
653250 65 130 195
Km

8130662,17
1
T
8130662,17

1:6.500.000

p

Wion

Sistema de coordenadas UTM
Base Cartografia SRH
Outubro de 2012

7980662,17
1
T
7980662,17

T T T T T T T T
374019,742 224019742 74019,742 75980,258 225980,258 375980,258  525980,258 675980258

Figura 11 - Regides produtoras de citros classificadas quanto ao risco de introducéo
do HLB. Risco alto: Pdlos Oeste e Extremo Sul; Risco médio: Pdolos Vale do S&o
Francisco e Chapada; Risco baixo: Polos Recdncavo e Litoral Norte. Observa-se

também a interface dos pdélos citricolas com as barreiras sanitarias.
Fonte: Uilian Costa de Almeida (2012).

Estudos econdmicos considerando a citricultura baiana revelam que num
cenario favoravel ao desenvolvimento da praga, ou seja, sem adocao de medidas de
controle, os prejuizos serdo de 1,8 bilhdes de reais para um periodo de vinte anos
(OLIVEIRA et al., 2013). Assim, todo esforco interinstitucional deve ser envidado
para retardar o ingresso da praga no Estado.

Tradicionalmente a identificacdo dos agentes patogénicos tem sido realizada
através das manifestacfes dos sintomas visuais nas plantas, mas, essa técnica
exige experiéncia do avaliador e muitas vezes a acuracia do método pode ser
comprometida quando a praga apresentar caracteristicas passiveis de
confundimento com outras enfermidades e até deficiéncias nutricionais, como no
caso do HLB, ademais esse sintomas visuais podem levar até 36 meses para se
manifestarem (MILORI et al., 2012), podendo induzir a erro no diagnostico e na
interpretacdo dos resultados (ATKINS; CLARK, 2004).
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Entdo, ha necessidade de métodos diagndsticos cada vez mais precisos e de
rapida disponibilizacdo dos resultados. Nessa direcdo, encontram-se 0os métodos
moleculares, a exemplo do gPCR (Reacédo em Cadeia de Polimerase quantitativo em
tempo real) capaz de amplificar e detectar o DNA bacteriano presente no inseto
vetor e na planta infectada, ainda que assintomatica (ATKINS; CLARK, 2004). Esta
tecnologia tem se revelado um instrumento de suma importancia para deteccéao e
identificacdo de varios agentes patogénicos (ATKINS; CLARK, 2004).

Assim, para atuar de forma estratégica, o servi¢o oficial de defesa sanitaria
vegetal de um Pais, ou Estado deve se apropriar do conhecimento cientifico para
promover uma constante atualizacdo dos métodos de deteccdo de pragas e atuar de

forma mais eficiente.
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CAPITULO 1

FLUTUACAO POPULACIONAL DE Diaphorina citri (Kuwayama,
1908) (Hemiptera: Liviidae) NA REGIAO DA CHAPADA
DIAMANTINA, BAHIA.?

! Artigo a ser submetido ao Comité Editorial do periédico cientifico: Revista Brasileira de Fruticultura
(RBF).
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FLUTUACAO POPULACIONAL DE Diaphorina citri KUWAYAMA, 1908
(Hemiptera: Lividae) NA CHAPADA DIAMANTINA, BAHIA.

Autor: Antonio Campos Lopes.

Orientador: Dr. Antonio Souza do Nascimento.

Co-orientadores: Dr. Emanuel Felipe Medeiros Abreu, Dr. Ricardo Lopes de Melo e
Dr2. Suely Xavier de Brito Silva.

RESUMO: A Bahia ocupa a segunda posicdo no ranking nacional da producéo de
citros e a Chapada Diamantina desponta como polo produtor de frutas de mesa, com
destaque para tangerina “Ponkan” e lima &acida “Tahiti”. Dentre as ameacgas
fitossanitarias a citricultura baiana, o HLB dos citros € a mais importante, decorrente
dos danos econbémicos relatados mundialmente. O patossistema envolve a bactéria
Ca. Liberibacter asiaticus, um inseto vetor (D. citri) e dois hospedeiros: todas as
espécies comerciais do género Citrus e murta (M. paniculata). Com o objetivo de
compreender os fatores relacionados com a sazonalidade da dinamica populacional
do vetor na Chapada Diamantina, no periodo de mar¢co/2011 a fevereiro/2014, foram
instaladas e georreferenciadas 30 armadilhas adesivas amarelas em pomares de
citros e areas urbanas contendo murta, dos municipios de Bonito, lagu, Itaberaba,
LencOis e Seabra. Quinzenalmente as armadilhas eram substituidas e
encaminhadas a Central de Laboratorios da Agropecuéria (CLA) da Empresa Baiana
de Desenvolvimento Agricola (EBDA) para contagem dos insetos adultos
capturados. Para retratar mensalmente a densidade média populacional do vetor,
estabeleceu-se o indice PAM (Psilideo/Armadilha/Més). Os valores médios de
temperatura (°C), precipitacdo (mm) e umidade relativa (%) também foram
registrados. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e médias
comparadas pelo teste de Tukey e pelo Teste T, a 5% de probabilidade. O psilideo
esteve presente em todas as coletas realizada, com picos populacionais apés
periodo chuvoso, no inicio do verdo, provavelmente devido a emissdo de novas
brotacdes.

Palavras-chave: Greening, HLB dos citros, huanglongbing, indice PAM, Psilideo.
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POPULATION FLUCTUATION OF Diaphorina citri KUWAYAMA, 1908
(Hemiptera: Liviidae) THE CHAPADA DIAMANTINA, BAHIA.

Author: Antonio Campos Lopes.

Adviser: Dr. Antonio Souza do Nascimento.

Co-advisers: Dr. Emanuel Felipe Medeiros Abreu, Dr. Ricardo Lopes de Melo e Dr2.
Suely Xavier de Brito Silva.

ABSTRAT: Bahia ranks second in the national ranking of citrus production and the
Chapada Diamantina emerging as production hub table fruit, especially tangerine
"Ponkan" and acid lime "Tahiti". Among the phytosanitary threats to Bahia citrus,
citrus HLB is the most important, due to the reported economic damage worldwide.
The pathossystem involves the bacterium Ca. Liberibacter asiaticus an insect vector
(D. citri) and two hosts: all commercial species of the genus Citrus and myrtle (M.
paniculata). In order to understand the factors related to the seasonality of the
population dynamics of the vector in the Chapada Diamantina, from March / 2011 to
February / 2014 were installed and georeferenced 30 yellow sticky traps in citrus
orchards and urban areas containing myrtle, of cities, Bonito, lacu, Itaberaba,
Lencois and Seabra. Every two weeks the traps were replaced and sent to the
Agricultural Labs Center (CLA) of the Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola
(EBDA) to count the adult insects captured. To portray the monthly average
population density of the vector, established the Index PAM (Psyllid / Trap / Month).
The mean values of temperature (° C), precipitation (mm) and relative humidity (%)
were also recorded. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) and
means compared by Tukey test and T Test at 5% probability. The psyllid was present
in all collections held, with population peaks after rainy season in early summer,
probably due to the issuance of new shoots.

Key-words: Greening, Citrus HLB, Huanglongbing, Index PAM, Psyllid.
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira lidera a producdo mundial de laranja (CITRUS BR,
2015), sendo responsavel por 25% do total produzido (47 milhdes de toneladas) e
61% da producdo mundial de suco de laranja (1,33 milhdo de toneladas), exportando
98% da sua producédo, com participacdo de 86% do mercado mundial (NEVES et al.,
2010).

A Bahia destaca-se como o segundo no ranking da producdo nacional de
citros com 69.592 hectares de area colhida e uma producéo de 1.125.134 toneladas
(IBGE, 2013). A regido da Chapada Diamantina desponta como polo produtor de
frutas de mesa, com destaque para tangerina “Ponkan” e lima acida “Tahiti”, além de
ser considerado como area de médio risco a introducdo do HLB (ALMEIDA, 2012).

Um dos fatores que contribui para a elevagdo dos custos de producdo na
citricultura brasileira é a ocorréncia de pragas e doencas capazes de causar danos
irreversiveis as plantas, ameacando a quantidade e qualidade das frutas citricas,
podendo levar a erradicacdo completa de pomares, configurando risco potencial de
inviabilidade econémica como é o caso do HLB.

Caso Huanglongbing (HLB, ex-greenig) venha a ser introduzido no estado da
Bahia acarretara um prejuizo de 1,8 bilhdes de reais (OLIVEIRA et al., 2013). Esta
praga afeta todas as variedades de citros, e normalmente o tempo entre a
manifestacdo dos primeiros sintomas até a morte econdmica do pomar nao
ultrapassa dez anos (GOTTWALD et al., 2007). O inseto vetor, Diaphorina citri
Kuwayama, 1908, é o responsavel pela disseminacéo da doenca (BOVE, 2006).

A Bahia ainda apresenta o status de area livre de HLB (CASTRO et al, 2010)
reconhecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento ndo existindo
relatos oficiais da presenc¢a do complexo bacteriano até o presente momento.

A regido da Chapada Diamantina destaca-se como importante p6lo produtor
de frutas de mesa, como os cultivos de laranjeiras doce, limeira acida tahiti e

tangerineira por suas condi¢cdes edafo-climaticas favoraveis, além de sua posicéao
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geografica privilegiadas (PASSOS et al., 2005), tendo sido classificada como sendo
de médio risco a introducédo da doenca bacteriana HLB (ALMEIDA, 2012).

O monitoramento populacional do inseto vetor € uma pratica necessaria para
estabelecer estratégias de controle da doenca (RORIZ et al., 2011). Conhecer a
flutuagcdo populacional do inseto vetor nas areas comerciais de citros, e em plantas
de murta (Murraya paniculata), foi o objetivo deste trabalho.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2014, na
regido da Chapada Diamantina, abrangendo o0s municipios de Bonito, lacu,
Itaberaba, Lencgois e Seabra, no estado da Bahia.

Nos municipios de Bonito, lacu e Itaberaba foram selecionadas propriedades
rurais com areas de producdo comercial acima de 100 hectares, com sistema de
irrigacdo localizada e em quadras com plantas com mais de seis anos e em fase de
producdo. As fazendas localizadas nos municipios de lacu e Itaberaba estédo
localizadas a uma altitude média de 230 e 238 metros respectivamente, enquanto no
municipio de Bonito acima de 819 metros de altitude. No municipio de Seabra foram
selecionadas pequenas propriedades citricolas com éareas inferiores a um hectare,
além de areas consideradas de risco para a introducéo da praga, € no municipio de
Lencgbis apenas areas consideradas de risco, sendo que, estdo situadas a uma
altitude média de 881 e 540 metros respectivamente.

2.2 ARMADILHAMENTO

Foi instalado um total de 30 armadilhas adesivas amarelas, a uma altura média
de dois metros de altura (CHIARADIA et al., 2008), sempre no ter¢co superior da
planta hospedeira, preferencialmente préximo a uma brotagdo recém emitida, sendo
seis em cada um dos cinco municipios estudado, em area de producdo comercial de
citros, em pomares de fundo de quintal e em areas consideradas de risco: margem
de rodovias, aeroporto de Lencois, aléem de areas com presenca de murta, Murraya
paniculata (L.) Jack (Figura 1), por ser considerada o hospedeiro preferencial para o
vetor (AUBERT, 1987; IKEDA; ASHIHARA, 2008) em razao de oferecer condi¢des
adequadas de alimentacéo, desenvolvimento e reproducdo (NAVA et al., 2007),
devido as constantes brotagfes (LIU; TSAI, 2000).
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Figura 1 - Representacdo da localizacdo geografica dos pontos de monitoramento,
por municipios, na Chapada Diamantina: Bonito, lacu, Itaberaba, Lencois, Palmeiras
e Seabra. Os pinos verde claros representam areas de producao comercial de lima
acida “tahiti” no municipio de lagu; Os pinos verde escuro representam areas de
producao comercial de lima acida “tahiti” no municipio de Itaberaba; pino laranja area
de producdo comercial de tangerina ponkan no municipio de Bonito; o pino vermelho
area com presenca de citros, murta e planta ndo hospedeira no municipio de
Lencgobis e o pino amarelo area com plantio de citros e de murta no municipio de

Seabra.
Fonte: Google Earth, 2015.

2.3 IDENTIFICACAO DAS ARMADILHAS

Cada armadilha foi identificada por meio de uma série formada de trés
algarismos: 1.1.2; 1.1.3 a 1.1.n, onde o 1° algarismo representando a Chapada
Diamantina, o 2° algarismo a regido pesquisada e o 3° a localizacdo da armadilha

em uma determinada planta, todas elas georefenciadas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Localizacdo e caracterizacdo das areas localizadas nas cinco regides

pesquisadas.

Caddigo Regiao Municipio  Altitude Coordenada Geogréficas Espécie
S w

1.1.1 ltaberaba Itaberaba 232 12°32'36,5" 40°00'26,7" Lima Acida Tabhiti
1.1.2 Itaberaba Itaberaba 232 12°32'37,8" 40°00'45,9" Lima Acida Tabhiti
113 Itaberaba Itaberaba 248 12°31'39,9" 40°00'40,4" Lima Acida Tahiti
1.14 ltaberaba Itaberaba 240 12°31'20.8" 40°00'57,2" Lima Acida Tabhiti
115 Itaberaba Itaberaba 245 12°32'21,7" 40°01'03,0" Lima Acida Tahiti
1.1.6 Itaberaba Itaberaba 231 12°32'48,8" 40°01'02,9" Lima Acida Tahiti
1.2.1 lagu lagu 228 12°35'35,2" 40°01'04,9" Lima Acida Tahiti
1.2.2 lagu lagu 230 12°35'25,7" 40°00'45,0" Lima Acida Tahiti
1.2.3 lacu lagu 230 12°36'13,7" 40°01'19,4" Lima Acida Tabhiti
124 lagu lagu 236 12°35'37,6" 40°01'37,0" Lima Acida Tahiti
1.25 lagu lagu 232 12°35'12,1" 40°01'36,7" Lima Acida Tahiti
1.2.6 lagu lagu 228 12°35'27,3" 40°01'16,9" Lima Acida Tahiti
1.3.1 Bonito Bonito 829 12°12'24,8" 41°18'26,0" Tangerina Ponkan
1.3.2 Bonito Bonito 814 12°12'35,3" 41°18'29,9" Tangerina Ponkan
1.3.3 Bonito Bonito 812 12°12'41,1" 41°18'27,9" Tangerina Ponkan
1.34 Bonito Bonito 818 12°12'45,5" 41°18'34,7" Tangerina Ponkan
1.35 Bonito Bonito 823 12°12'39,8" 41°18'39,8" Tangerina Ponkan
1.3.6 Bonito Bonito 819 12°12'54,3" 41°18'39,8" Tangerina Ponkan
1.4.1 Seabra Seabra 833 12°22'45,7" 41°46'57,6" Tangerina Ponkan
142  Seabra Seabra 847 12°25'44,7" 41°46'58,6" Murta
143  Seabra Seabra 796 12°29'21,4" 41°43'30,5" Murta
1.4.4 Seabra Seabra 1.022 12°26'42,6" 41°51'53,1" Tangerina Mexerica
1.45 Seabra Seabra 980 12°26'04,3" 41°50'33,2" Laranja Bahia
1.4.6 Seabra Seabra 811 12°26'46,9" 41°45'03,0" Laranja Pera
151 Lencgois Lencgdis 379 12°33'52,9" 41°23'20,4" Laranja Bahia
152 Lencgois Lencgdis 378 12°33'19,6" 41°22'46,2" Murta
153 Lencgois Palmeiras 911 12°27'42,4" 41°28'04,8" N&o Hospedeira
154 Lencgois Lengois 403 12°33'38,0" 41°23'14,6" Murta
155 Lencgois Lengois 490 12°29'13,3" 41°16'27,2" N&o Hospedeira
15.6 Lencgois Palmeiras 684 12°22'43,2" 41°31'30,1" Tangerina Ponkan

As armadilhas ficavam em exposicdo no campo, por um periodo de quinze
dias, apés o qual eram coletadas e substituidas por novas, sempre no mesmo dia da
semana, acondicionadas em um conjunto “caixa de isopor e caixilho” (FIGURA 2)
com as dimensdes de 29,0 cm x 35,0 cm x 45,0, o qual era transportado para o

laboratério.
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Figura 2 - Conjunto caixa de isopor e caixilho de madeira com duas divisdes

paralelas para fixacdo das armadilhas.
Fonte: EMBRAPA.

2.4 AVALIACAO

As armadilhas coletadas foram encaminhadas para o laboratério do Centro de
Laboratérios da Agropecuaria (CLA), da Empresa Baiana de Desenvolvimento
Agricola (EBDA), em Salvador/BA para a contagem dos insetos com auxilio de lupa
articulada (Figura 3) e de uma planilha quadriculada impressa, lado “A” e lado “B”,
com 0 mesmo numero de quadriculas da armadilha, sendo anotado o nimero de
psilideo encontrado em cada quadricula.

Os dados foram registrados em planilhas eletronicas para célculo do numero
de insetos capturados, utilizando-se o indice PAM (psilideo/armadilha/més) para
quantificar a populacao do psilideo-asiaticos-dos-citros.

Figura 3 - Visdo geral da operacdo de leitura, em laboratério, dos insetos capturados

nas armadilhas, com auxilio de lupa articulada.
Fonte: EMBRAPA.



50

2.5 DADOS CLIMATICOS

Os dados climaticos foram obtidos junto ao Instituto Nacional de Metereologia
— INMET relativos a pluviosidade total (mm), temperatura média (°C) e umidade
relativa média compensada (%) e da estacdo meteoroldgica existente na Fazenda

Santa Cruz, durante todo o periodo do experimento.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas analises utilizando o programa estatistico SAS (SAS
Institute, 2002°), ANOVA, e apés esta Andlise de Variancia, os dados foram
submetidos a transformacédo de Log, e posteriormente ao Teste de Tukey, 5% de
probabilidade, considerando como tratamentos as diferentes localidades e tipos de
hospedeiros. Também foram realizadas andlises através do programa estatistico
StatDisk 12.0.1 (v.2013)° e os resultados das médias de PAM submetidos
individualmente para cada planta hospedeira, citros e murta, a Analise por meio do
Teste T com 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DENSIDADE DE D. citri NA CHAPADA DIAMANTINA
No periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2014, efetuou-se a leitura de

1.080 armadilhas coletadas nos municipios estudados, Bonito, lacu, Itaberaba,

Lencdis e Seabra, tendo sido capturado um total de 2.256 individuos (Figura 4).
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Figura 4 - Nomero total de psilideos capturados nos cinco municipios estudados.
Itaberaba, BA 2014.

Na Figura 4 verifica-se que nos municipios de Seabra e Lencois foi
capturados a maioria dos psilideos, 1.208 e 724, respectivamente. Enquanto, nos
municipios de Bonito, lacu e Itaberaba foram capturados apenas 324 psilideos, isto
€ apenas 14,36 % do total de psilideos capturados em toda a regido da Chapada

Diamantina.
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Figura 5 - Percentual de psilideos capturados em armadilhas adesivas amarelas por
municipio estudado. Itaberaba, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2014.

O percentual de D. citri adultos capturados também foi avaliado no presente
estudo. Conforme demonstra a Figura 5, os maiores percentuais de psilideos adultos
capturados foram verificados no municipio de Seabra com 54,9% dos individuos
capturados, sendo, portanto, 0 municipio que apresenta maior risco para a entrada e
disseminagéo da bactéria C. Liberibacter spp.

12 1

10 1 Em Média Murta
[ Média Citros

indice P.A.M.
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Hospedeiros

Figura 6. Numero médio de adultos de D. citri, calculado por meio do indice PAM
(psilideos/armadilha/més), capturados nas armadilhas adesivas amarelas instaladas
em hospedeiro citros e em hospedeiro murta a 1,5 m do solo. As barras sobre as
colunas representam o erro padrdo da média.
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Na Figura 6 embora se verifigue uma maior captura de D. citri em armadilhas
adesivas amarelas instaladas em hospedeiros do tipo murta em relacdo aquelas
instaladas em hospedeiros do tipo citros, entretanto quando submetidas as analises
estatisticas através do Test T os resultados demonstram que ndo houve diferenga
significativa, quando se compara, de maneira geral, os hospedeiros murta e citros,
para a regido da Chapada como um todo (Tos32 = 2.0369), sendo as médias = DP
respectivas iguais a 3.4 + 8.19 e 1.9 £ 2.60 psilidios/armadilna/més ou indice P.A.M.

Estes resultados diferem a de outros estudos que menciona a murta, Murraya
paniculata (L.) Jack como sendo uma planta hospedeira preferencial do inseto vetor,
D. citri (AUBERT, 1987; IKEDA; ASHIHARA, 2008), pelo fato dele encontrar
condi¢cBes adequadas para o seu desenvolvimento: alimentacdo, desenvolvimento e
reproducdo (NAVA et al., 2007). Provavelmente as brotagdes constantes da murta
colaboram para sustentar a populacao, principalmente na auséncia de brotacdes dos
pomares citricos (TSAI; LIU, 2000).

Este fato provavelmente ocorreu devido existéncias de armadilhas instaladas
em murtas em local com grande quantidade de particulas de poeiras no ar e de
idade avancada, fatos que contribuiram para a baixa emissdo de novas brotacdes,
pois a incidéncia do vetor parece estar relacionada com a presenca de novas
brotacdes, conforme descrito por MEAD (2007).
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3.2 INDICE PAM POR HOSPEDEIRO (CITROS E MURTA) E POR PLANTA
CONSIDERADA NAO HOSPEDEIRA DE D. citri CAPTURADOS NA REGIAO DA
CHAPADA DIAMANTINA

Tabela 2 - indice PAM registrados em cinco municipios da Chapada Diamantina, no
periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2014.

PAM / PAM / média por
Municipio N°de Armadilha Hospedeiro hospedeiro municipio
Bonito 6 Citros (Lima Acida 0,0009 0,0009
"Tahiti") )
lacu 6 Citros (Lima Acida 0,0050 0,0050
"Tahiti") )
Itaberaba 6 Citros (Lima Acida 0,0119 0,0119
"Tahiti")
Lencois 2 Citros 0,0491
2 Murta 0,0974 0,0429
2 Planta ndo hospedeira 0,0016
Seabra 4 Citros 0,0957
2 Murta 0,0084 0,0669
TOTAL 30

A Tabela 2 revela que o indice populacional de Diaphorina citri adulto nos
municipios de Bonito, lacu e Itaberaba € baixo, quando comparados com os dados
do Recbncavo Baiano, fator que deverd contribuir positivamente para a nao
disseminagcdo do agente causal do HLB, a bactéria Candidatus Liberibacter spp.,
nestes municipios.

O baixo indice PAM no municipio de Bonito pode ser justificado pela
proximidade da area de plantio, onde estavam instaladas as armadilhas, vizinha a
areas de plantio de goiaba, que € uma cultura atacada por um grande numero de
insetos, considerados pragas, tendo sido registrado por Mariconi e Soubihe Sobrinho
(1961) mais de cem espécies presentes no Brasil, havendo necessidade de
frequentes aplicacdes de inseticidas, e que por deriva poderia contribuir para o
controle da populacéo do D. citri.

Enquanto nos municipios de lacu e Itaberaba a baixa densidade populacional
esta relacionada, provavelmente, pelo isolamento de outras areas com producao de
citros e a néo existéncia de outras espécies hospedeiras na regido, como a murta.

As maiores densidades populacionais foram registradas nos municipios de
Lencois e Seabra, provavelmente devido a existéncia de uma grande quantidade de
espécies hospedeiras, conhecida pelo nome popular de murta, M. paniculata, do
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local onde as armadilhas estavam instaladas. E a existéncia de hortos no municipio

de Seabra pode se constituir em “porta de entrada” para a bactéria do HLB dos
citros.

Fato que pode ser observado com facilidade através da analise do indice
PAM no municipio de Lencois e que foi mascarada no municipio de Seabra, em
razdo, das armadilhas estarem instaladas em murta mais velha ou em local de

grande quantidade de particulas de poeiras no ar, fatos que contribuiram para a
baixa emiss&o de brotos novos.

3.3 FLUTUACOES POPULACIONAIS DE D. citri EM CINCO MUNICIPIOS DA
CHAPADA DIAMANTINA
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Figura 7 - Flutuacdo populacional de D. citri nos municipios de: Bonito representada
pela linha vermelha, lagu representada pela linha amarela, Itaberaba representada
pela linha verde, Lencdis representada pela linha laranja e Seabra representada pela

linha azul, na regido da Chapada Diamantina no periodo de marco de 2011 a
fevereiro de 2014.

Na Figura 7 observa-se que foram encontrados psilideos adultos em todas as
cinco regides pesquisadas, sendo o municipio de Seabra a que apresentou maior
guantidade e frequéncia de individuos capturados principalmente, nos periodos de
outubro de 2011 a janeiro de 2012 e outubro de 2012 a janeiro de 2014, atingindo
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com pico de 26,667 em novembro de 2013, entretanto o maior pico populacional foi

obtido no municipio de Lencoéis com indice PAM de 38,727.

3.4 FLUTUACOES POPULACIONAIS DE D. citri X FATORES CLIMATICOS
EM CINCO MUNICIPIOS DA CHAPADA DIAMANTINA.
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Figura 8 - Flutuacao da populacdo de D. citri (PAM) representada pela linha laranja em relagéo as
variagbes climaticas de precipitacdo (mm) representada pela linha azul, temperatura (°C)
representada pela linha vermelha e umidade relativa (%) representada pela linha amarela registrados
para a regido da Chapada Diamantina.

Ao observar a Figura 8 verifica-se a presenca do D. citri adulto em
praticamente todo o periodo estudado, de marco de 2011 a fevereiro de 2014,
obtendo os maiores indices PAM logo apOs periodos de elevacdo pluviométrica,
provavelmente devido as emissdes de novas brotagcbes, periodo favorito para o
inseto para realizacdo de suas atividades de alimentacéo e oviposi¢ao, em razao do
aumento de fluxo vegetativo (YAMAMOTO et al.,, 2001; SKELLEY; HOY, 2004;
CHONG; RODA; MANNION, 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

E possivel contatar um aumento do indice PAM o periodo e novembro de
2112 a fevereiro de 2013, logo apds um periodo chuvoso e que contribuiu para

emissao de novos ramos das plantas hospedeiras. E um segundo pico populacional
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no periodo de novembro de 2013 a fevereiro de 2014 que também aconteceu apos
um periodo chuvoso.

Estes dados quando submetidos a analise de variancia, ANOVA, com médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e o Teste T a 5% de
probabilidade, demonstraram a existéncia de uma correlacéo positiva entre o indice
PAM em hospedeiros citros e UR (%), bem como o indice PAM de murta e

Temperatura (°C).
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4 CONCLUSOES

4.1 Embora tenha sido constada a presenca do psilideo em todas as areas
monitoradas, verificou-se uma maior abundancia nos municipios de Lencois e

Seabra.

4.2 Adultos de D. citri ocorreram praticamente em todos os meses do periodo
estudado e seu pico populacional verificou-se no més de fevereiro de 2013, nos
municipios de Lencdis e Seabra, logo apés precipitacdes totais de 255,4 mm e 113,2

mm respectivamente.

4.3 Havendo a introducdo da bactéria do HLB na regido, o risco de
disseminacgédo é potencializado em Seabra, devido ao elevado indice populacional do

vetor.
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CAPITULO 2

MONITORAMENTO DA INVASAO DA BACTERIA Candidatus Liberibacter
asiaticus NA REGIAO DA CHAPADA DIAMANTINA, BAHIA.?

2 Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periédico cientifico: Florida Entolomogist.
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MONITORAMENTO DA INVAS/E:O DA BACTERIA Candidatus
Liberibacter asiaticus NA REGIAO DA CHAPADA DIAMANTINA,
BAHIA.

Autor: Antonio Campos Lopes

Orientador: Dr. Antonio Souza do Nascimento

Co-orientadores: Dr. Emanuel Felipe Medeiros Abreu, Dr. Ricardo Lopes de Melo e
Dr2. Suely Xavier de Brito Silva

RESUMO: O HLB é a praga mais destrutiva da citricultura mundial em raz&o dos
danos econdmicos, inexisténcia de tratamento curativo, além de sua rapida
disseminagcéo e evolugcdo nos pomares afetados e inexisténcia de variedades de
citros resistentes. A bactéria Ca. Liberibacter asiaticus (Las), € um dos agentes
causais do HLB, tendo como vetor o Diaphorina citri que coloniza o floema das
plantas hospedeiras: Citrus sp. e Murraya paniculata. Esse trabalho teve como
objetivo monitorar a invasdo da bactéria por meio de diagnose por PCR em Tempo
Real — qPCR de amostras do inseto vetor coletados em municipios da Chapada
Diamantina, estado da Bahia. A referida técnica monitora a emisséo de fluorescéncia
a cada ciclo de amplificacdo do DNA alvo e seus resultados séo relacionados a
valores de Ct (cycle threshold). Neste trabalho foram coletadas e georreferenciadas
vinte e uma amostras em diferentes areas com frequéncia trimestral, nos dois
primeiros anos, tendo sido ampliado depois para quinzenal, no ultimo ano. As quais
foram acondicionadas em microtubos contendo &lcool a 70%, devidamente
identificados e encaminhados para o Laboratério de Virologia da Embrapa Mandioca
e Fruticultura. A medotologia para extracdo do DNA gendmico do vetor foi baseado
no Protocolo de DENG et al.(2006) com modificacdes usando amostras compostas
por no minimo cinco psilideos adultos ou dez ninfas. Nas analises de qPCR foram
identificadas duas amostras do municipio de Seabra com valores de Ctde 23 e 29,
sendo consideradas positivas. As informacdes obtidas nos presente estudo seréo
fundamentais para subsidiar acdes de defesa agropecuarias no estado da Babhia,
tendo em vista a necessidade iminente de assumir decisdo e adotar medidas
mitigatorias de forma antecipada a manifestacdo da doenca nos pomares de citros.

Palavras chave: Analise molecular, Diagnéstico, HLB, Invasdo bioldgica, Pragas
quarentenarias e PCR quantitativo.
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MONITORING OF INVASION BACTERIA Candidatus Liberibacter
asiaticus THE CHAPADA DIAMANTINA, BAHIA

Author: Antonio Campos Lopes

Adviser: Dr. Antonio Souza do Nascimento

Co-advisers: Dr. Emanuel Felipe Medeiros Abreu, Dr. Ricardo Lopes de Melo e Dr2.
Suely Xavier de Brito Silva

ABSTRAT: The HLB is the most destructive pest of citrus worldwide because of
economic damage, lack of curative treatment, and its rapid spread and evolution in
affected orchards and lack of resistant citrus varieties. The bacterium Ca.
Liberibacter asiaticus (Las) is one of the causative agents of HLB, as a vector having
the Diaphorina citri phloem colonizing host plants Citrus sp. and Murraya paniculata.
This study aimed to monitor the invasion of bacteria through diagnosis by Real-Time
PCR - gPCR vector insect samples collected in in cities of Chapada Diamantina,
Bahia. This techniqgue monitors the fluorescence emission at each target DNA
amplification cycle and the results are related to Ct values (cycle threshold). In this
work we were collected and geo-referenced twenty-one samples in different areas on
a quarterly basis in the first two years, and was later expanded to fortnightly, last
year. Which it was placed in microtubes containing 70% alcohol, properly identified
and sent to the Virology Laboratory of the Embrapa Cassava and Fruticulture. The
medotologia for extraction of genomic DNA vector was based on the Protocol DENG
et al. (2006) with modifications using samples comprising at least five adult psyllids or
ten nymphs. In the analysis of qPCR were identified two Seabra municipality of
samples with values of Ctde 23:29, being considered positive. The information
obtained in this study will be crucial to subsidize agricultural defense actions in the
state of Bahia, in view of the imminent need to take decision and adopt mitigation
measures in advance to the manifestation of the disease in citrus orchards.

Key-words: Molecular analysis, diagnostic, HLB, biological invasion, quarantine
pests and PCR quantitative.
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1. INTRODUCAO

Huanglongbing dos citros (HLB, ex-greening) € considerada a praga
mais severa da citricultura mundial (DA GRACA, 1991; HALBERT;
MANJUNATH, 2004; BOVE, 2006; OLIVEIRA et al., 2013), podendo ocasionar
perdas econdmicas expressivas comprometendo toda a cadeia da citricultura,
por sua rapida disseminacao, nao existir tratamento curativo e nem variedades
resistentes (BOVE, 2006; BELASQUE JR et al, 2009).

Atualmente, sdo conhecidas trés espécies da bactéria causadora do
HLB no mundo: Candidatus Liberibacter africanus (Laf), Ca. L. americanus
(Lam) e a Ca.L. asiaticus (Las) (JAGOUEIX et al., 1994; GARNIER et al., 2000;
TEIXEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2013) sendo que as duas Ultimas ja
foram identificadas no Brasil.

A bactéria foi detectada inicialmente no Brasil em 2004, na regido de
Araraguara, estado de Sao Paulo, tendo sido diagnosticada a presenca da
bactéria Las (COLETTA-FILHO et al., 2004) sendo posteriormente também
identificada a presenca da Lam (TEIXEIRA et al., 2005), sendo que a primeira
espécie se encontrando-se amplamente disseminadas por todas as areas
produtoras de citros do estado de Sao Paulo, representando 96% das amostras
analisadas pela Fundecitrus em 2009 (TEIXEIRA et al., 2010).

Somente a espécie Las foi detectada também na regido do Tridngulo
Mineiro, sul de Minas Gerais e regides central (IAPAR, 2009) e Noroeste do
Parand (CASTRO et al., 2010; NUNES et al., 2010).

O estado da Bahia (Figura 1), segundo maior produtor de citros do
Brasil, ainda é reconhecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento como area livre de HLB, tendo na regido da Chapada
Diamantina como importante polo produtor de frutas de mesa, destacando-se a
tangerina “Ponkan” e lima acida “Tahiti”, além de ser considerado como area de
médio risco a introdugdo do HLB (ALMEIDA, 2012). E o monitoramento do
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psilideo uma das estratégicas de maior eficiéncia para mitigar os riscos de

introduc&o da doenca.
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Figura 1 - Representacdo dos pélos produtores de citros no estado da Bahia,

em azul escuro a regido da Chapada Diamantina.
Fonte: Uilian Costa de Almeida (2012).

Um aspecto importante relativo ao HLB refere-se a velocidade de
disseminacao das bactérias. A aquisicdo da bactéria pelo D. citri se da a partir
do terceiro instar ninfal até a fase adulta no momento da sua alimentagado nos
vasos de floema de plantas infectadas (HUNG et al, 2004), geralmente em
brotacGes novas de murtas e de citros. Sua disseminacdo para plantas sadias
ocorre com o inseto adulto ao se alimentar destas (CAPOOR et al., 1974;
ZHAO, 1981; XU et al., 1987; HALBERT; MANJUNATH, 2004; BONANI et al.,
2010).

Por meio da técnica de EPG (Electrical Penetration Graph) foi
estabelecido por Bonani et al. (2010), um tempo médio de duas horas para o D.

citri conseguir atingir os vasos do floema da planta, apos o psilideo-dos-citros
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ter iniciado a picada de prova. Possivelmente, a aquisicdo e a inoculacéo
ocorrem em momentos distintos da alimentacdo do inseto, pois quando o
psilideo consegue penetrar seus estiletes no interior dos vasos floematicos,
tem inicio a atividade de salivacdo do vetor, sendo provavelmente o momento
da inoculacdo da bactéria pelo adulto infectivo (BONANI et al.,, 2010). A
aguisicao ocorre depois da salivacdo, durante a ingestao da seiva por adultos e
ninfas ndo infectados que passam a adquirir a bactéria causadora do HLB de
plantas contaminadas (BONANI et al., 2010).

Os primeiros relatos sobre o HLB no mundo ocorreram na China
(REINKING, 1919) por volta de 1870. Ainda hoje, a identificagdo da doencga
realizada pelos produtores é baseada no diagnostico visual dos sintomas
manifestados na planta doente por ser um método barato, pratico e rapido,
principalmente, para aplicacdo em campo. Contudo, essa pratica apresenta um
baixo grau de confiabilidade, pois depende da experiéncia do pragueiro e pode
ser confundido com sintomas de outras doencas ou até deficiéncias nutricionais
(COLETTA-FILHO; CARLOS, 2010).

Posteriormente houve a evolucdo para a utilizacdo de indicadores
biolégicos em plantas, sendo este considerado o primeiro método de
diagnostico para HLB, no qual plantas indicadoras, por serem altamente
suscetiveis a doenca, sdo enxertadas com materiais propagativos de vegetais
suspeitos para verificar se manifestam 0s sintomas caracteristicos da
enfermidade (FOLIMONOVA et al., 2009).

Em 1970, foi empregada pela primeira vez, a microscopia eletronica para
identificacdo da bactéria Ca. Liberibacter spp. nos vasos do floema de tecidos
citricos contaminados (LAFLECHE; BOVE, 1970). Entretanto, o fator limitante
para a utilizacdo desse método é que este é trabalhoso e necessita de grande
dispéndio de tempo para o preparo das amostras e analise. Aliado a isto, a
bactéria pode apresentar uma distribuicdo irregular no sistema vascular da
planta e no vetor ha baixas concentracdes da bactéria nos tecidos do psilideo-
dos-citros gerando dados inconsistentes (LI et al, 2006; MANJUNATH et al.,
2008; MACHADO, LOCALI-FABRIS, COLETTA-FILHO, 2010).

Em raz&o dos baixos custos e a facilidade de execucdo o método ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbant Assay) tem sido empregado com sucesso
para a identificacdo de varios patdogenos e hospedeiros, tendo como fator
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limitante para a delimitacdo da bactéria causadora do HLB a falta de bons
anticorpos, pois eles reconhecem somente o isolado do qual foi originado, o
que poderia resultar em falsos negativos. Todavia, com o0 recente
sequenciamento da bactéria Las (DUAN et al., 2009) as chances de obtencéo
de regides genbmicas para a producao de peptideos, a serem empregados na
sintese de anticorpos, aumentaram consideravelmente.

Procurando alternativas para a detecgéo precoce do HLB, em 1990, um
grupo de pesquisadores franceses desenvolveu um trabalho direcionado ao
diagnéstico de HLB, em que se buscou sequéncias gendmicas de Liberibacter
com a utilizacdo de sondas na identificacdo do patdégeno (hibridacdo) e,
concomitantemente, foram identificadas regidées gen6micas adequadas para o
desenho de iniciadores a serem empregados na “Reagdao em Cadeia da
Polimerase” (PCR). Iniciou-se assim, uma nova etapa para a identificacdo e
deteccdo de patdgeno, em especial, aqueles ndo cultivhveis em meio de
cultura, como a bactéria Ca. Liberibacter spp. (BOVE; GARNIER, 1990).

Em 1996 foi desenvolvido um método rapido e eficiente para deteccéo
da presenca da bactéria Candidatus Liberibacter spp. causadora do HLB tendo
como base a “reagdo em cadeia de polimerase” (PCR) que utilizava apenas um
par de iniciadores. Posteriormente, houve uma evolucdo do método para o
Nested-PCR, em que se passou a utilizar dois pares de iniciadores, esta ultima
técnica possui  maior sensibilidade e especificidade, ampliando
consideravelmente a quantidade de cépias do DNA da bactéria (JAGOUEIX et
al., 1996; HOCQUELLET et al., 1999; HUNG et al., 1999).

Buscando o aprimoramento das técnicas anteriores, no intuito de ampliar
a sensibilidade e de obter maior precisdo e acuracia, além da reducdo do risco
de contaminagdo da amostra (MACKAY et al.,, 2002), foram realizados pelo
“National Plant Germplasm and Biotechnology Laboratory” (LI et al., 2006) os
primeiros ensaios de PCR quantitativo (qPCR) visando & deteccdo e
identificacdo das bactérias Ca. Liberibacter spp. , sendo atualmente, o principal
método adotado para o diagnostico e a detec¢cdo da bactéria causadora do
HLB, tanto em tecidos vegetais como em insetos vetores.

O presente trabalho teve como objetivo a deteccao precoce da bactéria
Candidatus Liberibacter asiaticus por meio de anélises de qPCR em insetos

vetores nos estadios de adulto e ninfa na regido da Chapada Diamantina,
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possibilitando que medidas de controle possam ser adotadas com maior

eficiéncia, caso a bactéria venha a ser transmitida para plantas de citros.
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2. MATERIAL E METODO

2.1LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

Foram realizadas vinte e uma coletas de D. citri no periodo de novembro de 2011
a marco de 2014, na regido da Chapada Diamantina no estado da Bahia, nos
municipios de Bonito, Itaberaba, Lencbis e em Seabra (Figura 2), tendo sido

coletados um total de 343 psilideos adultos e 20 ninfas de D. citri (Tabela 1).

$RUy/Barbosa

Sltaberaba

Slacu

Google earth

Figura 2 - Representacdo da localizagdo geogréfica dos pontos de coletas dos
psilideos adultos nos municipios de Bonito (latitude S 12° 13’ 32,6” e longitude W 41°
15’ 27,6”) representado pelo pino laranja escuro, Itaberaba (latitude S 12° 31’ 39,9” e
longitude W 40° 00’ 40,4”) representado pelo pino verde, Lengois (latitude S 12° 33’
19,4” e longitude W 41° 22’ 46,0”) representado pelo pino vermelho, Seabra (latitude
S 12° 26’ 46,9” e longitude W 41° 45’ 03,0”) representado pelo pino amarelo e
(latitude S 12° 26’ 42,6” e longitude W 41° 51’ 53,1”) representado pelo pino laranja

claro.
Fonte: Google Earth, 2015.

No municipio de Bonito foram realizadas trés coletas em murta (M. paniculata)
(latitude S 12°13'32,6" e longitude W 41°15'27,6"), totalizando 35 psilideos, na
estrada de acesso a fazenda S&o Paulo (latitude S 12°12°24,8” e longitude W
41°18'26,0") produtora de tangerina ponkan (Tabela 1).
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Tabela 1 - Amostras de adultos de D. citri em funcao da latitude e longitude, data de coleta e nimero
de insetos coletados. Bonito, BA, 2014.

Municipio  N° Amostra Coordenadas Geograficas Data da NUmero de
Latitude Longitude coleta P,fé';?if’:
Coletados
Bonito 01 S12°13'32,6" W 41°15'27,6"  31/12/2014 9
02 S12°13'32,6" W 41°15'27,6"  14/02/2014 16
03 S12°13'32,6" W 41°15'27,6"  28/02/2014 10
Lencgois 01 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0"  24/12/2013 28
02 S12°33'19,4" W 41°22'46,0"  18/02/2014 21
03 S12°33'19,4" W 41°22'46,0"  10/07/2014 10
Seabra 01 S 12°26'42,6" W 41°51'53,1"  31/12/2014 16
02 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0"  14/02/2014 16
03 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0"  28/02/2014 12
04 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0"  14/06/2013 38
05 S$12°26'46,9" W 41°45'03,0"  25/06/2013 29
06 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0"  19/07/2013 25
07 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0" 20/08/2013 26
08 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0" 27/08/2013 22
09 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0" 10/12/2013 9
10 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0"  24/12/2013 11
11 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0" 07/01/2014 12
12 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0" 04/02/2014 12
13 S 12°26'46,9" W 41°45'03,0" 18/02/2014 16
14 S12°26'42,6" W 41°51'6563,1" 18/02/2014 5
Total 343

Municipio de Lengéis (latitude S 12°33'19,4" e longitude W 41°22'46,0"),

considerado como rota de risco para introducéo do HLB, devido ao grande fluxo de

pessoas, por se tratar de uma cidade turistica e que utiliza a murta no paisagismo

urbano e na maioria dos hotéis e pousadas existentes no municipio. Neste foram

coletados trés amostras, em murta, totalizando 59 insetos (tabela acima).

As demais amostras de psilideos adultos foram obtidas, em murta, no

municipio de Seabra no povoado de Laranjeiras (latitude S 12°26'42,6" e longitude

W 41°51'53,1") e ao longo da rodovia BR 242, na proximidade do posto de gasolina
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conhecido como Siga Bem (latitude S 12°26'46,9" e longitude W 41°45'03,0"),
correspondendo al4 amostras e 249 psilideos adultos (tabela acima).

No municipio de Itaberaba foi realizada uma coleta, de 20 ninfas, em area de
plantio comercial de lima &acida “tahiti” (latitude S 12°31'39,9" e longitude W
40°00'40,4"), na fazenda Santo Antonio (tabela 2).

Tabela 2 - Amostras de ninfas de D. citri em funcéo da latitude e longitude, data de
coleta e numero de insetos coletados. Itaberaba, BA, 2014.

Municipio ~ N° Amostra Coordenadas Geograficas Data da Numero de
i i coleta Ninfas de
Latitude Longitude Psilideos
Coletados
Itaberaba 01 S12°31'39,9" W 40°00'40,4"  23/11/2011 20
Total 20

2.2 COLETAS DOS PSILIDEOS

As coletas do psilideos adultos foram realizadas com auxilio de um sugador
entomoldgico manual, em hospedeiros do tipo murta, enquanto a coleta de ninfas foi
realizada em brotacdo recém emitidas de limeira acida tahiti e a sua coleta foi
realizada como o corte do broto com auxilio de um estilete.

As coletas dos insetos foram realizadas trimensalmente, durante inspec¢éo de
1% do talhdo, onde estavam instaladas as armadilhas adesivas amarelas da
BioControle®, e em &reas préximas, constituindo amostra com no minimo cinco
psilideos adultos ou 20 ninfas. Estes foram acondicionados em microtubos de 2 mL
contendo alcool 70% e depois conservadas refrigeradas a — 20°C para conservagao
dos insetos coletados. A partir do segundo semestre de 2013, devido a baixa
incidéncia de insetos coletados, determinou-se a reducdo do periodo de coleta, que
passou a ser realizada quinzenalmente.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Virologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura sendo armazenada em freezer a temperatura de 20°C
negativos até o momento de extragcdo de DNA. O processamento das amostras
seguiu a determinacdo do protocolo proposto por Deng et al. (2006) com
modificacdes. A deteccdo da presenca da bactéria foi realizada pelo método de PCR

em tempo real (QPCR).
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2.3 EXTRACAO DE DNA DAS AMOSTRAS DE D. citri

Para a extracdo de DNA gendmico da bactéria Ca. Liberibacter foram
processadas vinte e uma amostras, sendo que cada amostra foi constituida por num
minimo de cinco psilideos adultos ou 20 ninfas seguindo o protocolo proposto por
Deng et al. (2006) com alteracBes. As amostras foram colocadas em eppendorf de 2
mL enumerando para que possa ser realizado a identificacbes posteriores. Para a
extragdo, as amostras contendo de 5 a 10 insetos adultos e ou as 10 ninfas foram
transferidas para um novo eppendorf de 1,5 mL, lavados trés vezes com agua
destilada. Em seguida, adicionou-se 150 pL de tampao STE (10 mM Tris-HCI; 1 mM
EDTA; 25 mM NaCl) realizando a maceracdo do material com auxilio do
equipamento Tissue Lyser® (Qiagen) em uma ciclagem de trés minutos a 20 hertz,
repetindo a ciclagem, com o objetivo de melhorar a eficiéncia de maceragdo da
amostra. Em seguida, realizou-se a centrifugacdo do macerado durante um minuto a
10.000 rpm, e transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo, onde adicionou-se
30 uL de proteinase K (concentracdo de 200 mg / mL), e realizou-se a incubacéo por
30 minutos a uma temperatura de 56 °C em banho-maria. Apos esta fase o extrato
obtido foi centrifugado durante um minuto e, em seguida, procedeu-se a
transferéncia da fase superior para um novo tubo eppendorf de 1,5 mL, adicionou-se
150 pL de Nucleic Lysis Solution (kit Wizard Promega) mantendo durante cinco
minutos a uma temperatura de 80°C. No passo seguinte, foram adicionados 60 pL
de Protein Precipitation Solution (kit Wizard Promega), seguido de incubacéo por
cinco minutos no gelo, procedeu-se a centrifugacdo, logo depois durante trés
minutos a uma velocidade de 13.000 rpm. Transferiu-se a fase superior novamente
para um novo tubo eppendorf de 1,5 mL e acrescentou-se 200 pL de alcool
isopropilico e procedeu-se a homogeneizagdo da mistura por meio de suaves
inversdes. Centrifugou-se por cinco minutos a 14.000 xg realizando o descarte do
sobrenadante, em seguida o precipitado, contendo o DNA, foi lavado com 150 uL de
etanol a 70%. Para finalizar o processo as amostras foram centrifugadas a 14.000 xg
por cinco minutos e descartou-se o sobrenadante, secando o pellet em forno
microondas por aproximadamente 15 minutos. O pellet foi dissolvido em 30 pL de
tampao TE com RNAse A na proporcao de 2:8 procedendo-se a incubacao por um

periodo de 30 minutos a uma temperatura média de 37°C numa estufa.
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2.4 DETECCAO DE Candidatus Liberibacter asiaticus EM PSILIDEOS POR
PCR QUANTITATIVO

Para monitorar a deteccdo do agente patogénico causador do HLB foi
empregado no Laboratorio de Virologia o método de qPCR para amplificar o
fragmento genbmico bacteriano e posterior analise. Para a reacdo, 0s primers
usados foram LAS-I-R (5 CGATTG GTG TTC TTG TAG CG 3’) e 0 LAS-I-F (5" AAC
AAT AGA AGG ATC AAG CAT CT3'). A sonda usada na deteccao das sequéncias
especifica dos fragmentos de DNA foi o Probe TagMan® LAS (6FAM AAT CAC CGA
AGG AGAAGC CAGCAT TAC A MGBNFQ) da Applied Biosystems. As
amplificacbes ocorreram em termociclador Applied Biosystems 7500 Fast
programado para o primeiro ciclo a 50 °C durante dois minutos de desnaturacdo, um
segundo ciclo de 95°C por dez minutos de desnaturacao, depois ocorreram 40 ciclo
de amplificacdo de 95 °C a cada quinze segundos e uma extensao final de 60 °C
durante um minuto. O referido sistema que utiliza-se de primers e sondas €
conhecido por TagMan® em que o resultado final é expresso em valores de Ct (cycle
threshold), que representa o numero de ciclos da PCR onde a emisséo do fluoréforo
reporter atinge um valor arbitrario (threshold), acima do qual as amostras sao
consideradas positivas.

Em todos os testes de gPCR, foram utilizados, controles positivos de psilideos
infectados, obtidos do Centro de Citricultura Sylvio Moreira. Como controles

negativos foram utilizados amostras negativas de teste anteriormente e a agua.

Tabela 3 - Componentes usados na técnica de qPCR.

MIX /VOLUME POR AMOSTRA

REAGENTE VOLUME EM pL

H,O 1,05
Primer LAS-I-F 1,08
Primer LAS-I-R 1,08
Probe LAS 0,54
TagMan® 6,75
DNA 3,00

135

TOTAL
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2.5 LEVANTAMENTOS DE DETECCAO

De acordo com o MAPA (2009) existem dois métodos de levantamentos a
depender do objetivo que se pretende alcancar. O de deteccdo que é realizado
quando se pretende estabelecer se a praga estd ausente ou presente em uma
determinada regido e o de delimitacdo que é realizada com o intuito de estabelecer a
area na gqual uma praga ja se encontra presente.

Ap0s a deteccdo da bactéria no municipio Seabra em amostras com psilideos
adultos por meio da técnica de PCR quantitativa (gPCR), realizou-se um
levantamento em um raio de quatro quildbmetros do local de coletas das amostras
positivas, com o objetivo de verificar a existéncia de plantas sintomaticas, visando a
identificagdo de possiveis focos em estagio inicial e rapida erradicagdo (MAPA,

2008) (Figura 3).
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Figura 3 - Locais de Coletados no municipio de dos psilideos positivos (') e

delimitacdo do raio de acao de 4 km.
Fonte: Google Eart.

Durante as inspecdes realizadas, todas as plantas de citros e murta foram
georeferenciadas e inspecionadas, quanto a presenca de sintomas, como 0
amarelecimento de folhas jovens semelhantes a deficiéncia de B, Ca, Mn e Zn, ao
longo das nervuras foliares, com ampliacédo da clorose e o surgimento de ramos com
folhas amarelas ao longo da nervura principal, que se destacam em contraste com o
verde natural das folhagens da copa (TATINENI et al., 2008) (Figura 4A).
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Também foi observada a presenca de folhas “mosqueada”, isto €, a folha com
tonalidades cloréticas de maneira difusa e assimétrica, sendo este o sintoma
caracteristico das plantas doentes e que foi verificado em praticamente todos os
locais onde a enfermidade foi relatada, independentemente do agente causal,
hospedeiro e condigdo ambiental (BOVE, 2006) (Figura 4B).

Figura 4 - Planta com sintomas de HLB, com ramos amarelos destacado na copa,
sintoma tipico do “dragdo amarelo”, em uma planta jovem (A). Folha com sintoma de

mosqueamento assimétrico (B).
Fonte: E. F. Carlos, 2008.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram analisadas pelo método de PCR quantitativo, em razéo de
sua maior preciséo e acuracia, além do menor risco de contaminacdo das amostras
(MACKAY et al., 2002), das vinte e uma amostras analisadas para a presenca da
bactéria Candidathus Liberibacter asiaticus, cinco detectaram valores de Cts, mas
apenas duas foram considerados positivos para a presenca da bactéria Las, ambas
origindrias do municipio de Seabra, sendo uma proveniente da coordenada
geografica Lat. S 12° 26'04,3” e Long. W 41° 50" 33,2” e a outra proveniente da
coordenada geogréafica Lat. S 12° 26°04,3” e Long. W 41° 50" 33,2” (Tabela 4).

Tabela 4 - Locais de coletas de psilideos adultos cujas anélises de qPCR detectaram
valores de Ct.

N° Coordenadas Geograficas Numero de  Municipio de Ct
Amostra : : Psilideos Coleta dos
Latitude Longitude Coletados Psilideos

01 S 12°26'04,3" W 41°50'33,2" 16 Seabra 23

02 S 12°29'21,4" W 41°43'30,5" 26 Seabra 29

03 S 12°29'21,4" W 41°43'30,5" 22 Seabra 36

04 S 12°29'21,4" W 41°43'30,5" 12 Seabra 37

05 S 12°26'04,3" W 41°50'33,2" 5 Seabra 37

Apos os diagnosticos positivos de duas amostras coletadas em murtas no
municipio de Seabra, coordenada geografica de Lat. S 12° 26°04,3” e Long. W 41°
50" 33,2” e na coordenada geografica de Lat. S 12° 26°04,3” e Long. W 41° 50°
33,2”, com Ct de 23 e 29 respectivamente, novas amostras foram realizadas, sendo
seis amostras em murtas na primeira area e duas amostras em murtas na segunda
area.

Embora tenha sido detectados valores de Ct de 36 e 37 em trés das novas
amostras realizadas optou-se por considerar apenas as amostras com valor de Ct <
35 como confiaveis para deteccdo da presenca da bactéria Las, conforme pesquisa
desenvolvida por Li et al. (2006) que indicam esse limite como o limiar maximo de Ct
para que uma amostra possa ser considerada positiva através da técnica de PCR

quantitativo (QPCR). As inferéncias obtidas no referido trabalho foram confirmadas
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em trabalhos desenvolvidos pela Fundecitrus com plantas doentes e insetos
infectados (MARENGO, 2009; SANTOS, 2011; SALA, 2013).

ApoOs a deteccdo da bactéria no inseto vetor coletados no municipio Seabra,
realizou-se levantamentos semestrais nas plantas hospedeiras localizadas no raio
de quatro quildbmetros do local de coletas, para identificar a existéncia de plantas
sintomaticas, visando a identificacdo de possiveis focos em estagio inicial e rapida
erradicacao (MAPA, 2008).

N&o foram identificadas plantas com sintomas do huanglongbing, apesar de
ter sido identificada a presenca da bactéria Las no vetor, portanto sobre o prisma da
Legislacdo Federal o estado da Bahia continua como érea livre da doenca. Segundo
Bové (2006) a enfermidade pode levar de seis meses a um ano, entretanto para
MILORI et al. (2012) este periodo de incubacdo pode ser de até trés anos apds a
inoculacao da bactéria pelo psilideo infectado a depender de fatores como periodo
de infeccdo, teor da bactéria, idade da planta infectada, variedade da copa e do
porta-enxerto, além das influéncias ambientais, como a temperatura (BASSANEZI et
al., 2010).

M Bonito

M lagu

1 Itaberaba

M Lengois

W Seabra

Figura 5 - Percentual de psilideos capturados em armadilhas adesivas amarelas por
municipio estudado. Itaberaba, no periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2014.

O indice populacional de Diaphorina citri adulto obtidos nos municipios de

Bonito, lacu e Itaberaba foi considerado baixo quando comparado com os dados
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populacionais da regido do RecOncavo Baiano (NASCIMENTO et al., 2014),
devendo constituir num fator positivo para a ndo disseminacdo do agente causal
nestes municipios.

No municipio de Bonito o indice baixo pode ser justificado pela proximidade
da &rea de plantio, onde estavam instaladas as armadilhas, vizinha a &areas de
plantio comercial de goiaba, que é uma cultura atacada por um grande namero de
insetos, considerados pragas-pragas e, consequentemente sdo realizadas
aplicacOes frequentes de inseticidas para controle de uma espécie de psilideo, que é
uma praga importante das goiabeiras, segundo o gerente da fazenda referida,
Thiago Souza de Oliveira. A sisteméatica de aplicacdo de inseticidas pode estar
relacionada com a baixa densidade populacional, que por deriva poderia contribuir
para o controle da populacao do D. citri.

Nos municipios de lagu e Itaberaba a baixa densidade populacional estar
relacionada pelo isolamento de outras areas com producdo de citros e a nao
existéncia de outras espécies hospedeiras na regido, como a murta.

Na Figura 6 verifica que a deteccdo de valores de Ct nas amostras coletadas
no municipio de Lencgbis e Seabra pode estar relacionado com a quantidade de
insetos coletados, dos 343 psilideos adultos coletados 89,8% foram realizados
nestes municipios, regides turisticas com presenca acentuada do hospedeiro
preferencial (AUBERT, 1987; IKEDA; ASHIHARA, 2008) denominado de murta,
Murray paniculata, em razdo das emissfes frequentes de novas brotacdes (LIU;
TSAI, 2000) oferecendo condi¢des propicias para a alimentacdo, desenvolvimento e
reproducéo do psilideo (NAVA et al., 2007; PAIVA, 2009).
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Figura 6 - Percentual de psilideos adultos coletados na regido da Chapada
Diamantina. Itaberaba, BA 2014.

Em relacédo a defesa agropecuaria quando analisando como area de risco de
para a introducdo da bactéria causadora do HLB, o municipio de Seabra € o que
apresenta maior risco devido a existéncia de hortos comerciais de mudas citricas e
murta, além da grande vulnerabilidade desse municipio a entrada do HLB, por
apresentar forte presenca da planta ornamental denominada de murta no
paisagismo urbano e nos povoados vizinhos a sede do municipio, além de ser um
municipio caracterizado como tipicamente de agricultura familiar com éreas de citros
inferiores a um hectare, com baixo nivel tecnoldgico e, consequentemente, auséncia
de um manejo adequado de pragas e doencas

Estudos desenvolvidos por Manjunath et al. (2008) que indicam que a
dispersdo da bactéria do HLB podem ocorrer através do transporte e
comercializacdo de plantas ornamentais que atuam como agentes de disseminacao
do psilideo infectado

Para Belasque et al. (2010) o controle em areas de agricultura familiar € um
fator que poderia dificultar o controle da doenca, em raz&o de falta de manejo, como
eliminagdo das plantas sintomaticas e controle do inseto transmissor nas areas
afetadas (BELASQUE JR et al., (2010).
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Apés a deteccdo da presenca de bactéria em psilideos nos municipios de
Seabra a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado da Bahia (ADAB) foi acionada
para tomar medidas de contingenciamento nos referidos municipios, como a
destruicdo das plantas hospedeiras e a proibicdo de sua comercializagdo por tempo
indeterminado nos hortos existentes no municipio de Seabra, além de uma inspec¢éo
e georeferenciamento das plantas hospedeiras num raio de acdo de 4 km do local
onde foram coletados os vetores, cuja amostras deram positivas.

Pesquisas desenvolvidas por Gottwald e outros ( 2007) indicam que a
distdncia maxima de dispersdo para o inseto vetor, como sendo de 3,5 km, e que
normalmente o vetor se dispersa a uma distancia que varia entre 880 a 1.610 m,
optou-se por precaucao a realizacdo de um raio de varredura de 4 km do local onde
as amostras continham psilideos infectados. Essa medida teve a finalidade de
identificar e georeferenciartodas as plantas hospedeiras favorecendo a identificacéo
de possiveis focos em estagio inicial, de modo a possibilitar a sua répida
erradicacdo. Entretanto, até o momento néo foi identificada nenhuma planta com os
sintomas do HLB.

A determinacdo de adotar um programa de erradicacdo da praga esta
condicionada a rapidez de sua detecc¢do, bem como do estabelecimento de sua area
de acdo e o nivel de infestacdo para que possam ser utilizadas técnicas de controle
com menor custo no periodo mais favoravel. Portanto, devido a importancia da
ameaca da invasdo da bactéria Las considerada praga quarentenaria A2 para o
pais, pois ja esta presente, embora se encontre restrita apenas aos estados de Sao
Paulo, Minas Gerais e Parana e esta sob controle oficial (MAPA, 2008).

E de fundamental importancia manter a vigilancia sanitéria vegetal em alerta e
realizar constante monitoramento na regido, com uma frequéncia de pelo menos trés
meses para evitar que a bactéria C. Liberibacter asiaticus venha se estabelecer.

Visando uma maior agilidade na deteccdo e identificacdo da presenca da
bactéria € importante o credenciamento de um laboratério no estado da Bahia, junto
ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, pois atualmente so
existe laboratério credenciado no estado de Sao Paulo.

Apesar de relativamente caro, um programa como o de coleta e analise
laboratorial por meio de gPCR aqui descrito é capaz de auxiliar na deteccdo precoce

da bactéria, ampliando as possibilidades da erradicacéo ser bem sucedida.
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4 CONCLUSOES

A bactéria Candidathus Libeibacter estd presente no Estado da Babhia,
especificamente nos municipios de Lencois e Seabra, mas o0s hospedeiros
estudados ainda ndo apresentam sintomas tipicos do Huanglongbing.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Embora ndo tenham sido identificadas plantas de citros com sintomas de
HLB no municipio de Seabra é bastante provavel que a doenca ja esteja presente

neste municipio, pois as plantas podem ficar assintoméaticas por até trés anos.

5.2 Apesar da deteccdo da bactéria do HLB no vetor, sob o prisma da
Legislacédo Federal em sua Instrucdo Normativa (IN) 53/2008, ainda ndo se pode
considerar que a praga esteja presente no estado da Bahia;

5.3 Esse método diagnostico é importante para os Orgdos Estaduais de
Defesa Sanitaria Vegetal (OEDSV), tendo em vista a tomada de decisdo e adocdo
de medidas mitigatérias de forma precoce a manifestacdo de sintomas nos
hospedeiros.
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6. PROPOSICAO DE MEDIDA REGULATORIA

Propdem-se ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a
atualizacao da Instrucdo Normativa n°® 53 de 16/10/2008 no que tange a ampliagao
de métodos diagndsticos e gradacao das medidas de controle. .
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Anexo 1

Instrucdo Normativa n° 53 de 16/10/2008 / MAPA - Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (D.O.U. 17/10/2008)

Orgdos Estaduais de Defesa Sanitaria Vegetal - OEDSVs.

Aprovar os critérios e procedimentos para a realizacéo, por parte dos Orgéos
Estaduais de Defesa Sanitéria Vegetal - OEDSVs das Instancias Intermediérias
integrantes do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria, dos
levantamentos de ocorréncia da praga denominada Huanglongbing (HLB) —
Greening, gue tem como agente etioldgico a bactéria Candidatus Liberibacter sp.,
em plantas hospedeiras constantes da lista oficial de pragas quarentenérias
presentes, visando a delimitacdo da extensao das areas afetadas e a adocao de

medidas de prevencao e erradicacao.

INSTRUCAO NORMATIVA No- 53, DE 16 DE OUTUBRO DE 2008

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUA- RIA E ABASTECIMENTO,
no uso da atribuicdo que Ihe confere o art. 87, paragrafo Unico, inciso Il, da
Constituicao, tendo em vista o disposto no Decreto n° 5.741, de 30 de marco de
2006, no Decreto n® 24.114, de 12 de abril de 1934, e o que consta dos Processos
n° 21000.011498/2005-29 e n°® 21028.006791/2005-66, resolve:

Art. 1° Aprovar os critérios e procedimentos para a realizac&o, por parte dos Orgéos
Estaduais de Defesa Sanitaria Vegetal - OEDSVs das Instancias Intermediarias
integrantes do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria, dos
levantamentos de ocorréncia da praga denominada Huanglongbing (HLB) —
Greening, que tem como agente etiolégico a bactéria Candidatus Liberibacter sp.,
em plantas hospedeiras constantes da lista oficial de pragas quarentenérias
presentes, visando a delimitacdo da extensdo das areas afetadas e a adocao de
medidas de prevencao e erradicacao.

Art. 2° O OEDSV delimitara e oficializara, no ambito de sua competéncia, as areas

citadas no art. 1°, com base em informacdes técnicas da ocorréncia da praga.

§ 1° O OEDSV devera comunicar, semestralmente, ao Servi¢co de Sanidade
Agropecuaria na Superintendéncia Federal de Agricultura - SFA a delimitacao da

area com ocorréncia da praga.
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8§ 2° Nas Unidades da Federacao - UFs sem ocorréncia da praga, o OEDSV devera
realizar levantamentos semestrais de deteccéo, encaminhando relatorio, por via
impressa, ao Servico de Sanidade Agropecuaria ha SFA, que encaminhara copia do
relatorio & Secretaria de Defesa Agropecuaria - SDA.

Art. 3° A producdo de material propagativo de citros, nas areas onde for constatada
a ocorréncia do HLB, obedecera as normas estabelecidas pela legislacdo estadual e
federal de defesa sanitaria vegetal e aos seguintes critérios:

| - a manutencado de plantas basicas, plantas matrizes e borbulheiras, bem como a

producdo de mudas, somente sera permitida em ambiente protegido por tela de
malha com abertura de, no maximo, 0,87 x 0,30mm (zero virgula oitenta e sete por
zero virgula trinta milimetros), considerando que a praga € disseminada pelo inseto
vetor Diaphorina citri;

Il - as plantas basicas e plantas matrizes deverdo ser anualmente indexadas para
comprovacado da auséncia da bactéria causadora do HLB.

Art. 4° O OEDSYV fiscalizara os viveiros e borbulheiras, no maximo, a cada seis
meses, enviando amostras de material suspeito para analise em laboratério da Rede
Nacional de Laboratérios Agropecuarios do Sistema Unificado de Atencao a
Sanidade Agropecuaria, que emitira laudo conclusivo.

8§ 1° Quando comprovada a presenca da bactéria, todas as plantas basicas, matrizes
ou de borbulheiras deveréo ser eliminadas.

§ 2° Em viveiro, sera eliminado o lote de producao no qual for confirmada, por laudo
laboratorial oficial, a presenca da bactéria, sendo os demais lotes liberados somente
apo0s quatro meses, se nesse periodo nao for constatada, em inspecfes mensais, a
ocorréncia de material com sintoma, o qual devera ser submetido a anélise
laboratorial oficial para confirmacéo da presenca da bactéria.

Art. 5° O transito de material propagativo de plantas hospedeiras oriundo de UF
onde for constatada a praga obedecera a leqgislacdo de certificacdo fitossanitaria de
origem e permissao de transito de vegetais.

Paragrafo unico. O material propagativo apreendido pela fiscalizacdo de defesa
sanitaria vegetal, em desacordo com o previsto nesta Instrucdo Normativa, sera
sumariamente destruido, ndo cabendo ao infrator qualquer tipo de indenizacdo, sem
prejuizo das demais sanc¢des estabelecidas pela legislacdo estadual e federal de

defesa sanitaria vegetal.
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Art. 6° A Instancia Intermediéria do Sistema Unificado de Atencédo a Sanidade
Agropecuaria podera, em carater de emergéncia e no ambito de sua jurisdicao,
proibir a producéo, o comércio e o transito de material propagativo e de plantas de
murta (Murraya paniculata) nos municipios de ocorréncia da praga.

Art. 7° Nas areas delimitadas com ocorréncia da praga, em todas as propriedades
onde existam plantas hospedeiras, o proprietario, arrendatario ou ocupante a
qualquer titulo promovera obrigatoriamente, no minimo, vistorias trimestrais,
objetivando identificar e eliminar as plantas com sintomas de HLB.

8§ 1° O proprietario, arrendatario ou ocupante a qualquer titulo do estabelecimento

devera apresentar dois relatorios anuais, comunicando ao OEDSV os resultados das

vistorias referentes ao semestre imediatamente anterior, sendo o primeiro até 15 de
julho e o segundo até 15 de janeiro.

8§ 2° Cabera ao OEDSV padronizar o formato e o controle do recebimento do
relatério apresentado pelo proprietario, arrendatario ou ocupante a qualquer titulo do
estabelecimento.

Art. 8° Cabera ao proprietario, arrendatario ou ocupante a qualquer titulo do
estabelecimento eliminar, as suas expensas, as plantas hospedeiras contaminadas,
mediante arranquio ou corte rente ao solo, com manejo para evitar brotacdes, ndo
Ihe cabendo qualquer tipo de indenizacéo.

Paragrafo Unico. O ndo cumprimento do disposto no caput deste artigo acarretara ao
infrator as sancoes estabelecidas pela legislacéo estadual e federal de defesa
sanitaria vegetal.

Art. 9° O OEDSV fiscalizara as propriedades produtoras de citros objetivando
identificar a existéncia de plantas contaminadas com HLB.

8 1° Na inspecéo, por meio de exame visual oficial, sendo detectadas plantas com
sintomas de HLB, as mesmas seréo identificadas e sera coletada amostra composta
do material suspeito, referente a 10% do total de plantas identificadas em

cada Unidade de Producéo - UP, para exame laboratorial oficial, observando-se o

seguinte:
| - se o resultado laboratorial da amostra composta for positivo e o percentual de
plantas com sintomas de HLB for inferior ou igual a 28%, o OEDSV providenciara a

eliminagéo das plantas sintométicas identificadas; ou



95

Il - se o resultado laboratorial da amostra composta for positivo e o percentual de
plantas com sintomas de HLB for superior a 28%, 0 OEDSV providenciara a
eliminacao de todas as plantas da UP.

§ 2° Entende-se por exame visual oficial a inspecao de plantas para determinar se
existem sintomas da praga visando ao cumprimento das regulamentagdes
fitossanitarias.

§ 3° Para efeito do disposto neste artigo, entende-se por Unidade de Producdo uma
area continua, de tamanho variavel e identificada por um ponto georreferenciado,
plantada com a mesma espécie, estagio fisioldgico, sob os mesmos tratos culturais e
controle fitossanitario.

8§ 4° O 0nus desta operacao sera do proprietario, arrendatario ou ocupante, sem
prejuizo das demais sancdes estabelecidas pela legislacdo estadual e federal de
defesa sanitéria vegetal.

Art. 10. Caso o OEDSV, em fiscalizagdes subsequentes, constate a presenca de
plantas com sintomas do HLB, serdo adotadas as medidas previstas no art. 9°, § 1°
e incisos, ficando o infrator sujeito as penas descritas no art. 61, da Lei n°® 9.605, de
12 de fevereiro de 1998.

Art. 11. Ao OEDSV cabera implementar os trabalhos de fiscalizacéo e inspecéo

fitossanitaria, objetivando dar cumprimento ao estabelecido nesta Instrucéo
Normativa.

Art. 12. A Instancia Intermediaria do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade
Agropecuaria podera estabelecer procedimentos complementares visando ao
controle da praga.

Art. 13. O OEDSV encaminhard ao Servi¢co de Sanidade Agropecuaria na SFA, a
cada seis meses, relatério dos trabalhos realizados.

Paragrafo unico. O Servico de Sanidade Agropecuaria na SFA devera encaminhar a
SDA copia dos relatérios recebidos.

Art. 14. Os projetos de pesquisa envolvendo o HLB deverao ser encaminhados a
SDA para autorizagao.

Art. 15. Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagéo.

Art. 16. Fica revogada a Instrucdo Normativa n® 32, de 29 de setembro de 2006.
REINHOLD STEPHANES
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Anexo 2

PORTARIA No 243/2011

Dispbe sobre a producédo em viveiro telado, a entrada,o
comércio e o transito de mudas, porta-enxerto e borbulhas
de plantas citricas no Estado da Bahia e da outras

providéncias.

O DIRETOR GERAL DA AGENCIA ESTADUAL DE DEFESA
AGROPECUARIA DA BAHIA — ADAB, no uso de suas atribuicdes legais, que
Ihe conferem os arts. 1° da Lei n°® 7.439, de 18/01/99, e 23, |, b do regimento,
aprovado pelo Decreto n° 9.023, de 15/03/04, considerando, a importancia
sécio-econdmica da citricultura para o Estado da Bahia; a necessidade de
proteger as areas de producdo de citros, ainda sem a ocorréncia da praga
Huanglongbing (HLB), também conhecida como Greening, no Estado da Bahia;
qgue a producdo de material propagativo em ambiente protegido (telado) é de
extrema importancia para a manutencdo de areas livres de Huanglongbing /
HLB, (Candidatus Liberibacter sp), Cancro citrico (Xanthomonas citri
subsp.citri) e Morte subita (agente etioldgico indefinido); que a producédo de
material propagativo em ambiente protegido (telado) é relevante estratégia para
conter a disseminacdo de pragas presentes e extremamente danosas, a
exemplo da CVC (Xylella fastidiosa); que é dever do Governo do Estado, por
meio da Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia, proteger e manter
livre de pragas a agricultura praticada no territorio baiano; o que estabelece o
Decreto Federal n® 24.114, de 12 de abril de 1934 e a Lei Estadual de Defesa
Sanitaria Vegetal n® 10.434 de 22 de dezembro de 2006,

RESOLVE:

Art. 1° Torna obrigatério o cadastramento na ADAB, de todas as unidades de
producdo (UP), a saber: os viveiros de producdo de porta-enxertos, dos
viveiros de producdo de mudas, das borbulheiras e das plantas matrizes de

citros.
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Art. 2° Para o cadastramento das UP’s, o produtor devera encaminhar,
anualmente & ADAB, solicitacdo contendo os seguintes documentos:

I. Inscricdo do produtor no registro nacional de sementes e mudas
(RENASEM),

[I. Cadastramento da UP no RENASEM,

[ll. Anotacdo de responsabilidade técnica (ART),

IV. Croqui da area, quantidade e variedades utilizadas no periodo e a ficha de

inscricdo da UP.

Art. 3° A partir de janeiro de 2013, as sementeiras para a producdo de porta-
enxertos de citros, visando ao comércio de mudas, somente podera ser feita
em ambiente telado cuja malha tenha abertura maxima de 0,87mm x 0,30 mm

e o teto seja coberto por plastico ou vidro;

Art. 4° A partir de 1° de janeiro de 2014 a produgcdo de mudas citricas e
borbulhas somente poderdo ser instaladas em ambiente telado cuja malha
tenha abertura maxima de 0,87mm x 0,30 mm e o teto coberto por plastico ou

vidro;

Paragrafo dnico. Os porta-enxertos e borbulhas utilizados nos ambientes
telados a que se refere o caput deste artigo deverdo obrigatoriamente, ser

provenientes de instalacdes teladas descritas anteriormente.

Art. 5°. A partir de 01 de janeiro de 2014 fica proibido, em todo territério baiano,
o transito e o comércio de porta-enxertos, borbulhas e mudas citricas
produzidas em ambiente sem protecao de tela com abertura maxima de 0,87m
x 0,30mm.

Art. 6° O transito e o comércio interno do material de propagacao produzido no
territério baiano serdo permitidos, desde que acompanhado de permissédo de
transito de vegetais (PTV), fundamentada em certificado fitossanitario de
origem (CFO).
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Art. 7° Fica proibido o ingresso, o transito e o comércio de material propagativo de
citros e plantas de murta (Murraya paniculata) procedente dos Estados da Unidade

da Federacédo (UF) com ocorréncia de HLB.

Art. 8° O ingresso de material propagativo do género Citros no Estado da Bahia,
procedentes de outras Unidades da Federacdo, até o ano de 2014, dependera de
autorizacdo da ADAB, mediante Analise de Risco de Pragas (ARP). O transporte do

referido material devera ser em veiculo de carroceria fechada, lacrada na origem.

Art. 9° O descumprimento do disposto nesta Portaria sujeita o infrator as sancdes

estabelecidas pelas legislacdes estadual e federal de defesa sanitaria vegetal, sem

prejuizo das sanc¢des civis e penais cabiveis.

Art. 10°. Esta portaria entra em vigor na data de sua publicacéo.

Paulo Emilio Torres
Diretor Geral
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Emwa

Mandioca e Fruticultura

Cruz das Almas (BA), 12 de fevereiro de 2015

liImo Sr. Dr. PAULO EMIDIO TORRES

MD. Diretor da ADAB — Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéria do Estado da
Bahia

Av. Adhemar de Barros, 967, Ondina, Salvador — BA.

CEP.40.170-110

Senhor Diretor,

Em 14 de abril de 2015, a Dissertacdo de Mestrado intitulada "Flutuacéo
Populacional de Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Liviidae) e
Monitoramento da Invasdo de Candidatus Liberibacter asiaticus na Chapada
Diamantina, Bahia" serd submetida a uma banca examinadora do programa de
Mestrado Profissional em Defesa Agropecuéaria da UFRB — Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia.

Vimos informar a esta Diretoria que as analises laboratoriais do material coletado
durante os estudos, detectaram a presenca do agente causal do HLB -
Huanglonbing, Candidatus Liberibacter asiaticus, no inseto vetor desta doenca -
Diaphorina citri.

Os resultados em material vegetal foram negativos. Como essa situagcao (presenca
no vetor e auséncia nos hospedeiros) ndo esta prevista na Instrucdo Normativa N°
53/2008 (MAPA), passamos a questdo para esta ADAB visando adotar as
providéncias cabiveis.

Outrossim, informamos também que algumas amostras em psilideos procedentes do
Litoral Norte da Bahia também deram positivo para a bactéria (embora negativos em
material vegetal). Caso julgue necessario, os detalhes dos testes estao disponiveis
para consultas.

Atenciosamente,

Antonio Souza do Nascimento — Orientador da Dissertagéo.

Francisco Ferraz Laranjeira — Coordenador do projeto HLB BioMath.
Emanuel Felipe Medeiros de Abreu — Resp. pelas andlises laboratoriais.

Cc. Dr. Domingo Haroldo Conrado Reinhardt — Chefe Geral da Embrapa Mandioca e
Fruticultura.

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
Rua Embrapa, s/n - CP. 007 - 44380-000 - Cruz das Almas - BA
Telefone: (75) 3312-8048 - Fax (75) 3312-8097
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